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1 .-EVOLUCION DEL CONCEPTO DE ESTRES
Selye en 1936 intentó sistematizar los conocimientos sobre cómo
el organismo responde a las demandas ambientales y a las situaciones a las que
no está acostumbrado y que le ponen en situación de “esfuerzo
compensatorio”. Definid entonces el “síndrome de estrás” en respuesta a una
gran diversidad de agentes nocivos que causaban la hipertrofia de la corteza
adrenal. Selye denominó estresantes a los estímulos responsables de dicha
respuesta. Posteriormente, dicho síndrome se conoció con el nombre de
“síndrome general de adaptación” <GAS), caracterizado por las siguientes fases:
- Una reacción de alarma
- Una etapa de adaptación
- Por último una tercera fase de agotamiento, consecuencia
inexorable de una situación de estrás prolongada.
El concepto de GAS desarrollado por Selye implica una respuesta
del organismo al estrés estereotipada e inespecífica, independiente del estímulo
estresante que lo provoca. Esta simplificación de la respuesta, junto con el
descubrimiento de las acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides dieron
lugar a que el GAS y las enfermedades consecuencia de éste fueran criticadas
y olvidadas durante largos años.
Actualmente está establecido claramente que existe una gran
variedad de estímulos estresantes, entre los que se incluyen tanto los cambios
del medio interno (lesión tisular, hipoglucemia, hemorragia, infección, etc.).
como del medio externo (frío, calor, agresión, etc.>, alteraciones psicológicas
(miedo, rabia, ansiedad, sorpresa, etc> o la combinación de varios estímulos
<Seggie y Brown 1982: Murison e lsaksen 1982>.
La respuesta hormonal más característica ante cualquier estimulo
estresante es la activación del eje hipotálamo-hipófiso-adrenal y del sistema
simpato-adrenomedular. La respuesta inmediata al estrés se encuentra mediada
por el hipotálamo y el sistema nervioso autónomo y como consecuencia de ésta
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se produce un aumento de la frecuencia y de la fuerza de contracción cardiacas.
una aumento del flujo sanguíneo en el músculo esquelético, contracción
esplácoica con aumento del número de eritrocitos circulantes, aumento de la J
capacidad respitatoria y dilatación bronquial. Todos estos cambios aseguran la
perfusión sanguínea de órganos vitales como el corazón y el cerebro, así como
al pulmón y músculo esquelético. Si el estimulo persiste, se ponen en marcha
otros sistemas de respuesta a más largo plazo, entre los que destaca el
aumento de secreción de glucocorticoides. Estos refuerzan las acciones del
sistema nerviosa simpático sobre el sistema circulatorio y contribuyen a j
mantener los niveles de glucosa en sangre ante una situación de emergencia.
En las situaciones de estrés crónico, en las que es de importancia
vital la activación adrenal, se produce una disminución de otras funciones tales J
como el crecimiento somático, la inmunidad y la función reproductora. Por
tanto, los procesos fisiológicos que no suponen un beneficio a corto plazo se j
inhiben. Cuando la intensidad o la duración del estimulo estresante excede
ciertos límites, se pueden llegar a producir cambios patológicos como
hipertensión, úlceras gástricas y alteraciones neurológicas.
J
2.- EFECTOS DEL ESTRES SÓBRE EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISO-ADRENAL. J
2.1.-Respuesta del eje hipotálamo-hipófiso-adreúal al estrás. J
La corteza adrenal ¡ibera glucocorticoides en respuesta a una j
variedad de estímulos estresantes. Este es el último paso de una cascada
neuroendocrina que comienza con la percepción por el sistema nervioso central j
del estímulo estresante y con la activación de la liberación hipotalámica de CRH
y otros secretagogos de ACTH. A su vez, éstos estimulan la síntesis de la J
proopiomelanocortina <POMC) y liberación de ACTI-< por la hipófisis anterior, a
su vez la ACIR estimule la liberación de glucocorticoides por la adrenal (Keller-
Wood y Dallman 1984). Son muchas las situaciones estresantes que producen
una activación dei eje suprarrenal, que se traduce en un incremento en la
j




POMC en la hipófisis anterior, y en un incremento de las concentraciones
circulantes de ACTH y corticosterona (Hollt y cols 1986; Shiomi y cols 1986;
Lightman y Young 1988; Harbuz y Lightman 1989). Esta activación se
superpone a las demás regulaciones del eje, es decir, al ritmo circadiano e
incluso a la retroalimentación negativa ejercida por los glucocorticoides (Dalíman <+
y Jones 1973). A este respecto se ha observado que tanto en animales
adrenalectomizados, como en aquellos tratados crónicamente con
glucocorticoides, el estrés agudo es capaz de evocar un aumento del mRNA de
la CRH (Lightman y Young 1989; Harbuz y cols 1990>.
El estrás físico, ya sea inducido por la inhalación de éter (Fenske
y cols 1980; Wilkinson y cols 1981>, por la inyección de formol (Linton y cols
1985>, por la aplicación de calor <Weindenfeld y cols 1980; Bruni y cols 1982>
o por la cirugía (Engeland y cols 1977; Fujieda y Hiroshige 1978> produce un
aumento de las concentraciones plasmáticas de glucocorticoides y ACTH.
Igualmente las situaciones de estrás emocional como la inmovilización (Taché
y cols 1976; Tapp y cols 1981; Gibson y Krieger 1981; Armario y Castellanos
1984; Kant y cols 1986>, choques eléctricos (Wade 1984; Przelop y cols
1985>, encierro (Kalin y cols 1985a) o la exposición a una situación
desconocida (File y Peet 1980>, tienen también como resultado un incremento
de los niveles plasmáticos de corticosterona y ACTH.
Los estímulos emocionales, como pueden ser la ansiedad
experimentada por los soldados durante la simulación de un combate (Rose y
Sachar 1981>, o por los pacientes durante los preparativos preoperatorios
(Parker y cols 1985), o la ansiedad experimentada por los estudiantes durante
los exámenes (Frankenhauser y cols 1978> producen también una activación del
eje suprarrenal. Aunque el grado de ansiedad o malestar experimentado es muy
dependiente de la propia personalidad del individuo, se ha observado una buena
correlación entre el grado de ansiedad y el aumento de cortisol plasmático. La
novedad y lo imprevisible de la situación es un factor muy importante en el
grado de la respuesta.
Las ratas expuestas crónicamente a un estrés. en algunas
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ocasiones responden a la imposición de otro estimulo estresante diferente con
un incremento mayor de los niveles plasmáticos de ACTH que aquellos
detectados durante el primer tipo de estrás. La exposición repetida durante
cortos períodos de tiempo al mismo estímulo estresante a menudo resulta en
un aumento de la respuesta hipofisaria a lo largo del tiempo (Le Mevel y cols J
1979; Vernikos y cols 1982>. Estos resultados parecen sugerir que la respuesta
a un segundo estímulo podría estar fñcilitada por la exposición previa a otr& J
estímulo estresante, lo cual sugiere que el eje adrenal de estos animales está en
pleno funcionamiento o incluso hiperactivo. J
J2.2.-Factores mediadores de la respuesta del eje adrenal durante el estrás.
La activación del sistema h¡potálamo-hipófiso-adrenal pareceestar
mediada fundamentalmente por la activación de neuronas hipotalámicas que
contienen CRH y vasopresina en la región del núcleo píraventricular (Makara
1985>. Desde el aislamiento y caracterización por Vale y cols de la CRH han
sido muchos los estudios que han demostrado que este péptido es el principal
regulador fisiológico de la liberación de ACTH (Vale y cols 1981; Gibbs y Vale J
1982; Vale y cols 1983b, Plotsky y Vale 1984>. La administración
intraventricular de CRH induce una serie de cambios comportamentales.
viscerales y neuroendocrinos que mimetizan la reacción del organismo ante una
situación de estrás (Brown y cols 1982, Sutton y cols 1982; Tache y cols J
1983; Vale y cols 1983a). Se ha propuesto por lo tanto, que este péptido
podría jugar un papel importante como integrador en el sistema nervioso central
de la respuesta al estrás (Rivier y Vale 1 985b).
La inmunoneutralización de la CRH bloquea la respuesta de J
cortisol y ACTH a la inmovilización y a la hipoglucemia insulínica (Guillaume y
cols 1992). así como la inyección de formol (Linton y cols 1985> y atenúa la
respuesta de ACTH al éter (Rivier y Vale 1983>. Dado que el bloqueo de la
respuesta no es siempre completo, estos autores sugieren que además de la
CRH, deben existir otros factores implicados en la hipersecreción de ACTH que




Gillies y Lowrry (1979> reintrodujeron la idea de que la
vasopresina era un importante factor controlador de la secreción adrenal, e
incluso sugirieron que la CRH era la vasopresina. cuya acción era modulada por
otros factores hipotalémicos. Con la disponibilidad de la CRH quedó claro que
en la mayor parte de las situaciones experimentales ambas se potencian
<Antoni, Holmes y Janes 1983). pero que son dos péptidos distintos. Tanto la
CRH como la vasopresina están en el sistema porta hipofisario en una
concentración efectiva (Gibbs y Vale 1982> y la utilización simultánea de un
antagonista de la vasopresina y un anticuerpo anti-CRH abole la liberación de
ACTH inducida por el estrés por éter (Rivier y Vale 1983). En la oveja, al
contrario de lo que ocurre en la rata, la CRH es menos efectiva que la
vasopresina en la estimulación de la ACTH aunque, administradas
conjuntamente, potencia el efecto estimulante de la vasopresina (Familiari y cols
1989>. A este respecto Guillaume y cols (1992) postulan que en la oveja la
imunoneutralización crónica de la CRH endógena produce una reducción
significativa de los receptores hipofisarios de la vasopresina, lo que sugiere que
la CRH posiblemente lo que haga sea regular el número de receptores
hipofisarios a esta hormona (Shen y cols 1990>.
Igualmente se ha sugerido un papel a la oxitocina en la respuesta
del eje hipotálamo-hipófiso-adrenal al estrás. La oxitocina parece ser un agonista
de los receptores de vasopresina hipofisarios de la rata, pero es
aproximadamente diez veces menos efectiva que ésta (Antoni, Holmes y Jones
1983>. La inmunoneutralización de oxitocina atenúa la respuesta de ACIN al
estrés producida al manejar los animales por la cola, lo cual puede sugerir que
esta hormona juega un papel fisiológico en el control de la secreción de ACTH
(Gibbs 1984). Durante el estrás por hemorragia (Plotsky, Bruhn, Vale 1985> y
por hipotermia (Gibbs 1986). los niveles plasmáticos portales de oxitocina
cambian paralelamente con los niveles plasmáticos de ACTH (Plotsky, Bruhn y
Vale 1 985b). Los niveles plasmáticos de oxitocina periféricos están a su vez
incrementados en una gran variedad de situaciones estresantes incluyendo la
inmovilización (Lang y cols 1983, Gibbs 1984>. la natación (Lang y cols 1983>.
y el éter <Gibbs 1984>.
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Los datos referentes al papel de las catecolaminas en la respuesta J
de ACT?-Ly corticosterona al estrás no son del todo claros. Una gran variedad
de situaciones estresantes causan un aumento de la actividad del sistema
nervioso simpático y la médula adrenal. Este aumento de la actividad resulta en
una descarga de adrenalina y noradrenalina al torrente sanguíneo, junta con J
cambios en la actividad de enzimas implicadas en la síntesis de catecolaminas
y en las concentraciones de noradrenalina y adrenalina en el cerebro.
Durante el estrás se produce un incremento de las J
concentraciones plasmáticas de catecolaminas. La clorisondamina, un
bloqueante ganglionar, ha sido empleada para prevenir la liberación de Jcatecolaminas durante el estrás. Su administración junto con la de anti-CRH o
la ablación del sistema hipotálamo-infundibular. puede suprimir la respuestade JACTH y corticosterona al estrés (Rivier y Vale 1983: Bruhn y cols 19841. Sin
embargo otros autores sugieren que en condiciones normales las catecolaminas
plasmáticas endógenas no contribuyen apreciablemente a la respuesta del eje
adrenal a la inmovilización (Makara y cols 1986; Ariznavarreta y cols 1989>.
Como principales inhibidores de la respuesta adrenal al estrás nos
encontramos con los glucocorticoides. puesto que ejercen una retroinhibición J
negativa sobre la secreción de ACTH y CRH. A este respecto se ha descrito que
la dexametasona previene el incremento de CRH en el sistema porta hipofisario J
inducido por la hemorragia (Plotsky y Vale 1984>. El efecto supresor de los
glucocorticoides en la hipófisis durante el estrás prolongado ha sido demostrado J
también en experimentos en los que se practicó una segunda laparotomía a
ratas adrenalectomizadas, al día siguiente al primer estrás quirúrgico, y tuvieron J
un aumento de los niveles plasmáticos de ACTH mayor que el de los animales
con la operación simulada (Keller-Wood y Dalíman 1984). Igualmente, la J
respuesta de ACTH a la inyección de CRH, tras la aplicación durante varias
horas de choques eléctricos, es de mayor magnitud en animales J
adrenalectomizados que en intactos (Rivier y Vale 1987>. Sin embargo. la
ausencia de glucocorticoides no previene la dismiñución de ACTH que tiene J
lugar tras una larga exposición a choques eléctricos <Rivier y Vale 1984> ni la




de CRH al sistema porta hipofisario que se produce en respuesta a la artritis
crónica (Harbuz y cols 1992>. Estos últimos resultados indicarían que la
retroinhibición de los esteroides adrenales no es el único factor responsable de
este fenómeno.
t-.
3.- INFLUENCIA DEL ESTRES SOBRE LA REPRODUCCION.
Ya Selye en 1936 propuso que el estrás, además de estimular el
sistema adrenocortical. inhibe la función reproductora. El estrás crónico causa
atrofia gonadal y reduce la actividad sexual, tanto en hembras como en
machos, en la mayor parte de las especies investigadas (Madan y Johnson
1973; Selye 1976; Eberhart y cols 1980; Sapolsky 1988>.
El estrés puede afectar al eje gonadal en cualquier período de la
vida. Durante la etapa fetal se ha podido observar que los fetos macho de ratas
estresadas durante la última semana de su gestación, carecen del pico de
testosterona que se produce en los días 8 y 19 postconcepción (Ward y Weisz.
1980). Esto se traduce en que dichos animales cuando son adultos presentan
anomalías en el comportamiento copulador y una tendencia aumentada a exhibir
un comportamiento de lordosis femenino, lo cual parece ser debido a
alteraciones en la masculinización del sistema nervioso (Ward 1972; Ahees y
Fleming 1981>. Igualmente la exposición prenatal de fetos hembras a
ambientes estresantes en el día 14 de gestación produce un alargamiento de la
etapa estro-metaestro en los animales adultos lo cual resulta en una alteración
del ciclo estral (Herrenkohl, Politeh 1978).
No es sorprendente que los distintos tipos de estrás puedan
interferir en el delicado y complejo balance de factores hormonales y no
hormonales que se producen durante la pubertad. En general, el estrés durante
esta etapa de la vida produce un retraso de la pubertad y reducción de la
fertilidad en el animal adulto (Paris, Ramaley 1974; Sieck y Ramaley 1975).
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En la edad adulta se ha observado que el aumento de la densidad J
de población en los roedores (Christian y cols 1965; Nowell 1980> tienen un
efecto deletéreo en la funcióñ gonadal produciendo un descenso del peso de los J
testículos y órganos sexuales accesorios. En las hembras los efecto sobre el
ciclo y la atrofia ovárica son muy evidentes en todas las especies estudiadas. J
Por ejemplo, es frecuente observar amenorrea secundaria en bailarinas de baller
expuestas a ejercicio intenso y a una gran pérdida de peso (Frisch, Wyshak y~’
Vinault 1980; Warren 1980>.
La secreción de LH se modifica tanto por el estrás agudo como
por el estrás crónico. El estrás crónico o repetido tiene un efecto inhibidor sobre J
la secreción de LH (Gray y cols 1978; Tache y cols 1978>. Por el contrario, los
estudios sobre el estrás agudo en las ratas han producido una mayor diversidad J
de respuestas de LIt desde un efecto inhibidor (Blake 1975>. estimulador (Ajika
y cols 1972; Euker, Meites y Riegle 1975> o bifásica <Collu, Tache y Ducharme J
1979; Krulich y cols 1974> e incluso ningún cambio (Collu. DuRuisseau y Tache
1 979b; Tache, Brown y Collu 1979). Estas discrepancias parecen deberse al J
hecho de haber utilizado animales intactos en unos casos y en otros
gonadectomizados, ya que la castración bloquee el efócto estimulante del J
estrás agudo sobre la secreción de LH (López-Calderón y cols 1992>.
Los efectos del estrás sobre la secreción de FSH son menos J
marcados. Durante el estrás agudo algunos autores han observado elevaciones
de los niveles plasmáticos de FSH, si bien menores que las elevaciones de los J
niveles plasmáticos de LH (Krulich y cols 1974), además de producirse más
lentamente. Asimismo durante el estrás crónico, la respuesta de FSH es menos J
notable que la de LH, aunque también se ha observado un descenso de los
niveles de dicha hormona en ratas inmovilizadas intermitentemente durante J
cuatro días (López-Calderón y cols 1987> o tras dos días de ayuno (Howland y
cols 1974>. J
Al igual que ocurre con las gonadotropinas, la testosterona tiene
una respuesta bifásica al estrés. Tras varias formas de estrás agudo se produce




Castellanos 1984>, mientras que se produce una disminución marcada de sus
niveles como consecuencia de alguna formas de estrás crónico. físico como la
cirugía (Gray y cols 1978), la inanición (Dyer y cols 1985>, o el estrás
emocional (Tache y cols 1980>. Esta respuesta bifásica podría correlacionarse
con las distintas fases del GAS descrito por Selye. El aumento de testosterona
se produciría durante la reacción de alarma y sería el responsable de un
aumento de la agresividad que se produce ante lo desconocido. La fase de ‘~
adaptación llevaría consigo una disminución de los niveles de esta hormona,
para posteriormente producirse una etapa de agotamiento consecuencia de la
prolongación excesiva del periodo de estrás. En relación con el papel de la
testosterona en la agresividad Rose. Bernstein y Gordon en 1975 observaron
que existe diferencia en la respuesta de esta hormona en los babuinos salvajes.
Los machos dominantes muestran un aumento en los niveles de testosterona
ante situaciones estresantes y los subordinados en cambio una reducción de los
niveles de la misma.
El aumento de la secreción de testosterona durante el estrás
agudo está precedido por un aumento de la secreción hipofisaria de LH y un
descenso del contenido hipotalámico de LHRH, existiendo una correlación
inversa entre los niveles plasmáticos de LH y el contenido hipotalámico de LHRH
(López-Calderón y cols 1990>. El estrés crónico inhibe la secreción de
testosterona, descenso que se acompaña de una disminución de la secreción
de LH (Gray y cols 1978>. El descenso de la secreción hipofisaria de
gonadotropinas durante el estrás crónica no parece deberse a una alteración a
nivel hipofisario, puesto que los animales estresados crónicamente responden
igual o incluso más que los controles a la estimulación con LI-IRH exógena
(Collu, Tache y Ducharme 1979; Tache y cols 1980; López-Calderón y cols
1990). Todos estos datos nos indican que la alteración de la función gonadal
inducida por el estrás es secundaria a modificaciones en la secreción
hipotalámica de LHRH.
¿Qué factoresestán implicados en dichas modificaciones?. Puesto
que la respuesta de gonadotropinas y de testosterona al estrás es bifásica,
parece lógico pensar que durante la primera etapa de aumenta intervengan una
11
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serie de factores nerviosos y endocrinos que pasañ a ser relevados por otros
inhibidores, cuando la situación de estrás se prolonga y se inhibe la función
gonadal. J
Vamos a analizar también la respuesta de prolactina al estrás por J
tratarse de una hormona muy relacionada con la función reproductora. Tanto
el estrás de tipo físico como psicológica es capaz de influir en la secreción de ‘>
prolactina en el ser humano <Cohen y cols 1980; Shangold y cols 1981; Arnetz
y cols 1984> y en otros animales de experimentación (Neilí 1970; Seggie y
Brown 1975; Matt y cóls 1984).
Al igual que ocurre con las gonadótropinaé. la respúesta al estrás J
de esta hormona es bifásica, aumenta durante los primetós minutos de estrás,
para disminuir significativamente cuando dicha situación se prolonga (Reigle y J




Dentro de los factores implicados en el aumento de la secreción
de gonadotropinas durante estrás agudo se han sugerido las catecolaminas
centrales. No solo las catecolaminas liberadas al torrrente sanguínea se
modifican en respuesta al estrás, si no que tarribiénse alteran las centrales. Los
terminales naradrenárgicos están ampliamente distribuidos en muchas zonas del
cerebro incluyendo el córtex cerebral y el sistema límbico. Proceden de
agrupamientos de neuronas situados en el tallo cerebral y proyectan sus axones J
al prosencéfalo. así corno a las fibras caudales de la médula espinal <Everitt,
Herbert y Keverne 1983). Se sabe que el estrás incrementa la actividad J
intracerebral del sistema noradrenérgico (Weiss y cols 1979; Plotsky,
Cunningham y Widmaier 1989>. Las catecolaminas centrales parecen J
incrementar también la respuesta agresiva ante el enfrentamiento con otro




La ansiedad y la depresión están asociadas con una hiperactividad
del sistema noradrenérgico central (Charney y Redmond 1983). La yohimbina,
droga que incremente la actividad adrenérgica central induce ansiedad en el
hombre <Charney, Heninger y Redmond 1983>. La activación experimental del
locus coeruleus, grupo de neuronas noradrenérgicas que inervan la corteza.
pueden reproducir muchos de los signos comportamentales y somáticos de -,
ansiedad. Una de las consecuencias de la amplia distribución de la noradrenalina ~
en el cerebro es que puede afectar la actividad de muchas estructuras
cerebrales, incluido el hipotálamo, modificando así la secreción de la hipófisis
<Lightman y Everitt 1986).
Diversos tipos de estrás producen una activación delsistema
noradrenérgico central. Tal es el caso de la inmovilización (Corrodi, Fuxe y
Hbkfelt 1968; lCvetnansky y cols 1977; Saavedra, Kvetnansky y Kopin 1979;
Tanaka y cols 1981>. los choque eléctricos <Bliss, Ailion y Zwanzinger 1968;
Korf, Aghajanian y Roth 1973>, la inhalación de éter (I-fedge. Van Ree y
Versteeg 1976; ,Johnston, Spinedi y Negro-Vilar 1985; Mermet y Ganon 1988)
y la hipoglucemia insulínica (Sauter y cols 1983; Smythe y cols 1984). Hay que
tener en cuenta que el hipotálamo contiene una concentración alta de
norepinefrina y dopamina <Palkovits y cols 1974). Las neuronas dopaminérgicas
se localizan en el hipotálamo mediabasal. en el núcleo arcuato y en el núcleo
paraventricular inervando la eminencia media y otros núcleos hipotalámicos
(Fuxe 1965. Jonsson y cols 1972; Bjdrklund y Nobin 1973).
Las catecolaminas se encuentran en el tallo cerebral en las
neuronas que se proyectan rostralmente a nivel hipotalámico, en las aferencias
terminales del núcleo paraventricular, arcuato e hipotálamo posterolateral
(Mancia 1985). Debido a esta amplia distribución parece lógico pensar que no
todas las neuronas catecolaminérgicas se activen en respuesta al estrás si no
sólo algunas de estas estructuras. En este sentido Palkovits y cols en 1975 ya
describieron para tres procedimientos distintos de estrás <inmovilización.
exposición al frío e inyección de formalina> la reducción en el contenido
hipotalémico de noradrenalina y dopamina. reflejo de un aumento de su




corteza cerebral, en el núcleo caudal o en la substancia nigra. Al igual que se
produce una activación sólo de algunas estructuras, esta activación es
secuencial en el tiempo (Tanaka y cols 1982, Lachuer y cols 1991>.
Algunos autores (Stone y McCarty 1983. Glavin 1985> han
observado que el estrés crónico produce un incremento compensador en la
síntesis de noradrenalina también en algunas zonas del cerebro. Este incremento z;z~
en los niveles de este neurotrasmisor puede ser •un proceso adaptativo
encaminado a prevenir la deplección de este neurotrasmisor como resultado de
su alta utilización tras la exposición a estímulos estresantes.
Las primeras observaciones que indicaban que las catecolaminas J
podían modificar la secreción de gonadotropinas fueron publicadas por Sawyer J
y cols en 1952. Desde entonces, numerosos estudios han confirmado este
hecho en roedores (Ramirez, Feder y Sawyer 1984; Kalra 1985> y en primates J
(Bhattacharya y cols 1972; Kaufman y cols 1985>.
La inyección de noradrenalina en el tercer ventrículo en ratas
ovariectomizadas tratadas con estrógenos y progesterona incrementa la
secreción de LH de una forma dosis-dependiente <Krieg y Sawyer 1976; Vijayan
y McCann 1978>. La manipulación de forma aguda de los receptores
adrenérgicos en el área preóptica influye en la actividad de las neuronas
L}-lRHérgicas que controlan las concentraciones plasmáticas de LH (Jarry y cols
1990; Leipheimer y Gallo 1985>. También en los machos la noradrenalina
parece jugar un papel estimulador. La inhibición de la dopamina B-hidroxilasa
bloquea el incremento de LH que se produce tras la castración en ratas adultas J
(Ojeda y McCann 1973> y en ratas inmaduras (Cocchi y cols 1974>. J
Existen menos estudios sobre el papel de la noradrenalina en la
regulación de la LH en los primates. La administración sistémica de clonidina, j
agonista a-adrenérgico, no parece tener ningún efecto sobre la secreción de LH
en humanos (Lal y cols 1975>. Por otro lado, el aislamiento quirúrgico del
hipotálamo mediobasal en monos no bloquea la liberación episódica de LH




mayoría de las neuronas noradrenérgicas al igual que produce en la rata, estos
resultados indican que no es necesaria la presencia noradrenérgica para inducir
la liberación episódica de LH. La regulación de la secreción de LH por tanto.
parece ser diferente en primates, donde existen pocas evidencias de que la
noradrenalina juegue un papel en el pico preovulatorio de LH.
Mientras que la inervación adrenérgica parece ser estimuladora
de la liberación de LH y presumiblemente de LHRH, el papel de la dopamina en
el control de la secreción de LH está menos claro. Algunos agonistas
dopaminérgicos se han descrito tanto como inhibidores de la liberación de LH
(Judd. Rigg y Yen 1979; Kletzky y Shangold 1986> como estimuladores
<Vijayan y McCann 1978; Kaufman y cols 1985).
3.2. - Estrás crónica.
La hipótesis de una interacción entre el eje hipotélamo-hipófiso-
adrenal y el gonadal surgió para explicar la relación antagónica existente entre
la hiperfunción adrenal y la capacidad reproductora. Ya Selye en 1946, sugirió
que las ratas estresadas crónicamente presentaban una activación de la
secreción de la corteza adrenal consecuencia de un aumento de la secreción
hipofisaria de ACTH, a expensas de la disminución de otras hormonas, entre
ellas las gonadotropinas.
En los animales estresados crónicamente se observa una
correlación positiva entre la hipertrofia adrenal y el grado de afectación
testicular. Además, la administración crónica de ACTH tiene efectos similares
al estrás crónico sobre el testiculo (Christian. Lloyd y Davis 1965>. El
hipercortisolismo va acompañado de una disfunción reproductora en humanos.
y se ha observado una disminución de la respuesta a la LHRH exógena en
mujeres aquejadas de la enfermedad de Cushing (Boccuzzi y cols 1975> y en
mujeres tratadas clinicamente con glucocorticoides (Sakakura. Tekebe y
Nakagawa 1975>.
El mecanismo concreto por el que esta hiperactividad del eje
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hipotálamo-hipófiso-adrenal inhibe el proceso reproductor ha sido motivo de
muchos estudios. Se plantean varias posibilidades para explicar este hecho: que
las glucocorticoides inhiban la secreción de gonadotropinas, que lo haga la
ACTH o bien que otras hormonas liberadas durante el estrés, CRH o los J
opioides endógenos inhiban a nivel central la secreción de LHRH.
3.2.1. Efecto de la ACTH y los glucocorticoides sobre la función
gonadal.
La administración crónica de ACTH produce un descenso de la
testosterona plasmática (Beitins y cols 1973; Johnson, Welsh y Juniewicz
1982; Mann y cols 1987). efecto que requiere la presencia de la adrenal J
intacta, lo que indica que la acción inhibidora de la ACTI-l en los animales
intactos no se debe a la ACTH per se, sino que está mediada por algún J
esteroide adrenal <Weber y cols 1983; Vreeburg y cols 1984; Mann y cols
1987>. Además, en estudios in viero se ha visto que la ACTH no modifica la J
secreción de testosterona en cultivos de células de Leydig (Aznar y cols 1978>.
Los glucocorticoides disminuyen tanto la secreción basal de
testosterona, como la respuesta de esta hormona a la estimulación con hCG
exógena (Bambino y Hsueh 1981>. La acción inhibidora de los glucocorticoides
sobre la secreción de testosterona se ha podido comprobar también in vito J
<Welsh, Bambino y Hsueh 1982; Hales y Payne 1989), lo que confirma su
acción a nivel testicular. En el testículo los glucocorticoides actúan sobre J
receptores específicos en Ja célula de Leydig iWelsh, Bambina y Hsueh 1982>.
Los glucocorticoides parecen inhibir la síntesis de testosterona actuando tanto ]
a nivel anterior como posterior a la generación de AMP-c, haciendo a las células
de Leydig refractarias a la estimulación de las gonadotropinas y bloqueando la
estereidogénesis (Charpenet y cols 1982. Hales y Payne 1989>.
Los datos existentes en la literatura acerca de las acciones de los J
giucocorticoides sobre la secreción de gonadotropinas no son del todo Jconcluyentes, pues se han descrito desde acciones inhibidoras hasta claramente





algunos autores no han encontrado ninguna modificación de la secreción basal
de LH, ni en la respuesta a LHRH. tanto tras la administración de
glucocorticoides como en pacientes afectos de síndrome de Cushing (Charro y
cols 1979). En contrapartida a estos resultados varios autores han observado
que los glucocorticoides disminuyen la respuesta de LH a la LI-IRH en machos
de varias especies (Chantaraprateep y Thibier 1979; Malak y Thibier 1982). Sin
embargo también se ha visto que la administración aguda de cortisol puede
aumentar la respuesta de LI-f a la LI-IRH en (Liptrap y Raeside 1983). El cortisol
incrementa la liberación de LH y FSH en incubaciones de hipófisis (Suter y
Orosz 1989> y los glucocorticoides parecen estimular también la secreción de
FSH in vivo (López-Calderón y Tresguerres 1982>.
Aunque la administración exógena de glucocorticoides no tenga
una acción muy clara sobre la secreción basal de LH en el macho adulto, cabría
la posibilidad de que el aumento de glucocorticoides endógenos de manera
crónica sí fuera capaz de ejercer un efecto inhibidor sobre la secreción
hipofisaria de gonadotropinas. Sin embargo, la supresión de los niveles
endógenos de glucocorticoides mediante adrenalectomía (Gray y cols 1978,
Tache y cols 1980) o químicamente mediante la administración de metopirona.
no sólo no bloquea el efecto inhibidor del estrés sobre la secreción de LH y FSH
sino que parece potenciar dicho efecto <López-Calderón y cols 1987). Tampoco
en primates la metopirona modifica el descenso de LI-< producido por el estrés
psicológico (Sapolsky y Krey 1988>.
Otra posibilidad sería que los glucocorticoides actuarán a nivel
suprahipofisario, ya que los implantes de dexametasona a nivel del área
preóptica medial son tan eficaces como las inyecciones sistémicas de dicha
droga para bloquear la ovulación en ratas (Hagino, Watanabe y Goldzieher
1969). Los implantes de cortisol en el hipotálamo-medio basal en ratas
inmaduras retrasa la maduración sexual e impide la ovulación <Smith y cols
1971>.
En cuanto al papel de la glándula adrenal sobre la inhibición de la
secreción de PRL se ha observado que la adrenalectomía bloquea totalmente el
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efecto inhibidor del estrás crónico sobre la secreción de PRL. siendo este efecto
dependiente de la corteza adrenal, puesto que la eliminación selectiva de la
médula adrenal no bloquea el efecto del estrás crónica <López-Calderón y cols
1989>. Además el tratamiento de ratas adrenalectomizadas con dexametasona J
revierte el efecto del estrás crónico sobre la secreción de PRL <López-Calderón
y cols 1989>. Los glucocorticoides inhiben la secreción basal de PRL tanto in
vivo como in vitro (Leung y cols 1980. López-Calderón, Esquifino, y Tresguerres
1984). Este efecto parece ser debido a que los glucocorticoides, actuando a
nivel de receptores específicos en las células lactotropas, inhiben la expresión
del gen que codifica para la PRL (Sakai y cols 1988>.
El hecho de que la adrenalectomía y la metopirona potencien el J
efecto inhibidor del estrés, nos lleva a pensar que la disminución de
gonadotropinas durante el estrés crónica se debe a factores hipotalámicos o J
hipofisarios implicados en el control del eje adrenal. En este sentido la
administración de dexametasona, revierte totalmente el efecto inhibidor del
estrás crónico sobre la secreción hipofisaria de LH y FSH (López-Calderón y cols
1992>. lo cual indica que el efecto inhibidor del estrás sobre la secreción de
gonadotropinas reside en un componente del eje adrenal superior, y puesto que
como hemos mencionado no se trata de la ACTH, estudiaremos en más detalle
el papel de la CRH hipotalámica y la IS-endorfina.
3.2.2.Acción de la CRH sobre el eje gonadal. J
El tratamiento crónico, por vía subcutánea, con CRH. a la vez que
estimula la producción de ACTH y corticosterona, inhibe la secreción de LH,
efecto que se bloquea por la adrenalectomía <Rivier y Vale 1 985a>. Sin embargo
la CRH puede tener intrínsecamente una acción inhibidora de la secreción de
gonadotropinas, independientemente de su efecto estimulante sobre el eje
adrenal. La administración intracerebroventricular de dicho péptido inhibe la
secreción de LI-< (Rivier y Vale 1984; Ono y cols 1984; McCann 1986), bloquea J
la ovulación y altera el embarazo, efectos que no se inhiben por la




El testículo de varias especies animales sintetiza CRH <Thompson.
Seasholtz y Herbert 1987) y algunos autores han observado que ejerce en él un
papel antirreproductor, actuando de un modo autocrino <Ulisse, Fabbri y Dufau
1989; Fabbri, Tinajero y Dufau 1990; U¡isse y cols 1990). Es poco probable que
sea éste el mecanismo mediante el cual se inhiba la función gonadal durante eL...
estrés sino que posiblemente se trate de un mecanismo de control autocrina de.
la función testicular. r-
Se ha sugerido que la CRH podría inhibir la secreción de LH
actuando directamente a nivel hipofisario, puesto que la CRH es capaz de
reducir la liberación basal de LH en cultivos de células hipofisarias <Blank y cols
1986>. Sin embargo, todos los demás datos existentes en la literatura indican
que la CRH actúa a nivel hipotalámico disminuyendo la liberación de LHRI-I. La
microinyección de CRH en la sustancia central gris del mesencéfalo inhibe el
comportamiento de lordosis mediado por la LHRI-l (Sirinathsinghji y cols 1983;
Sirinathsinghji 1985>. y la inyección de CRH en el tercer ventrículo produce una
marcada reducción en la concentración de LHRH en la sangre portal <Petraglia
y cols 1987>.
La CRH podría actuar a nivel hipotalámico, inhibiendo la liberación
de LHRI-4 desde las terminales axónicas de la eminencia media, puesto que en
esta región no sólo hay una concentración alta de CRH. sino existen también
receptores para ella (Swanson y cols 1983; De Souza y cols 1984). Esta
hipótesis ha sido confirmada utilizando fragmentos de eminencia media, en los
que se observó que la CRH inhibe tanto la liberación basal de LHRH como su
respuesta al potasio, efecto que se revierte por un antagonista de la CRH
(Gambacciani y cols 1986, Yen y Rasmussen 1986>.
El hecho de que la CRH inhiba la acción estimulante del potasio
y de que la CRI-I actúe principalmente como excitador de la actividad neuronal
en el cerebro (Siggins y cols 1985>. ha llevado a postular a Almeida, N¡kolarakis





En el hipotálamo perifundido, la CRH estimula la liberación de 13-
endorfina y dinorfina mientras que disminuye la de LHRH (Nikolarakis y cols
1 986a y 1 986b) y la administración de un antagonista de la CRH tiene el efecto j
contrario, aumenta la secreción de LHRH mientras que disminuye la de 13-
endorfina, dinorfina y met-encefalina hipotalámicas, tanto in vivo como in vito - j
(Nikolarakis y cols 1988>. Igualmente se ha descrito que ciertos agonista
opiáceos pueden bloquear el efecto inhibidor de la CRH sobre la secreción de
LH (Barbarino y cols 1989, Petraglia y cola 1987. Olster y Ferin 1987>.
3.2.3. Acciones de los opioides endógenos sobre el eje reproductor.
Las endorfinas (13-endorfina, a-endorfina y las encefalinas> son J
fragmentos de la <3-lipotropina (Lehmann. Vascivan Nair, Kline 1979, Adíer
1980). Esta hormona polipeptidica hipofisaria forma parte a su vez de la POMC
jque contiene también en su secuencia la ACTH <Mains, Eipper, Ling 1977). La
IS-endorfina y la ACTH están en los mismos gránulos secretores en el lóbulo
anterior, en el lóbulo intermedio, siendo la 13-endorfina liberada en este lóbulo ]
es acetilada <Smyth y Zacarian 1980; Seizinger y Holt 1980; Weber, Evans y
Barchas 1981) y en el cerebro tCívelli, Birnberg y Herbert 1982: Gee y cois
1983). Ambos polipéptidos se liberan simultáneamente desde la hipófisis y
aumentan sus concentraciones plasmáticas en respuesta a varios tipos de
estrás (Guillemin y cols 1977; Baizman y cols 1979). Las encefalinas se liberan
también en el cerebro en respuesta al estrás (Maden y cols 1977). Las
endorfinas ejercen potentes efectos en el sistema nervioso central y parecen
jugar un papel importante en la regulación de multitud de procesos, incluyendo
la percepción del dolor y la analgesia, el control hipofisario de la función
reproductora, las reacciones afectivas a diferentes agentes estresantes como
los choques eléctricos, inmovilización, ruido, frío, daño físico, aislamiento y
agresión (Amir. Brown y Amit 1980: DeWied y Jolles 1982; McQueen 1983;
Gindoff y Ferin 1987a>.
En cuanto a los niveles plasmáticos de rI-endorfina durante el




estrás prolongado. La inmovilización durante 4 días produce un aumento de las
concentraciones séricas de Il-endorfina <López-Calderón, Ariznavarreta y Chen
1991). Otros autores han descrito igualmente que la aplicación crónica,
intermitente de choques eléctricos provoca una gran elevación de las formas
acetiladas y no acetiladas de IZ-endorfina (Akil, Shiomi y Matthews 1 985k..
En lo que se refiere a la respuesta de <3-endorfina hipof¡saria al
estrés crónico hay que distinguir entre el lóbulo anterior y el neurointermedio.
El estrás crónico inducido por natación durante 30 minutos 14 días produce un
aumento en los niveles de Il-endorfina acetilada (Young 1990>. Igualmente,Akil.
Shiomi y Matthews (1985> utilizando choques eléctricos como agente
estresante observan un incremento de la secreción de ¡3-endorfina por el lóbulo
neurointermedio. Otros tipos de estrés, por ejemplo, el ayuno y la anorexia
inducida por la administración crónica de fenfluramina, evocan cambios
similares a los producidos por los choques eléctricos (Majeed y cols 1986;
Przewlocki y cols 1983>. Curiosamente, los niveles del mRNA de la POMC
aumentan ligeramente en el lóbulo anterior y no en el neurointermedio tras
repetidas sesiones de choques eléctricos (Hóllt y cols 1986; Shiomi y Akil
1982>. lo cual indica que existe una activación selectiva de la síntesis de la
POMC en el lóbulo anterior.
Con algunas excepciones (Piva y cols 1987>, la mayor parte de
los estudios realizados indican que el sistema opioide inhibe la secreción
hipofisaria de gonadotropinas. La morfina disminuye la secreción de LH,
mientras que la administración de naloxona u otros antagonistas opiáceos
provoca un aumento de la LH plasmático <Eruni y cols 1977; Cicero y cols
1979; Limonta y cols 1985). Esto explica las alteraciones en la función
testicular observadas en los drogadictos (Fraioli y cols 1982). El efecto
estimulante de los antagonistas opiáceos sobre la secreción de LH se debe a un
aumento tanto de la frecuencia como de la amplitud de los pulsos de LH
(Ropert, Quigley y Yen 1981; Ellingboe y cols 1982).
La secreción de LH se hallaría sometida a un control tónico
inhibidor por parte de los opioides endógenos <Van Vugt y cols 1982>. Dichos
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péptidosparticipan. además, como mediadores en la retroalimentación negativa
de los esteroides gonadales sobre la secreción de gonadotropinas .(Sylvester,
Aylsworth y Meites 1981; Ehanot y Wilkinson 1983a y b; Bicknell 1985>. J
La acción de los opioides endógenos sobre la secreción. de
jgonadotropinas tiene lugar a nivel hipotalámico, puesto que ni la morfina ni la
naloxona alteran la respuesta hipofisaria de la LH a la LHRH <Fraioli y cols 1982: JFranz y cols 1982), mientras que si se ha observado una disminución de la
concentración de LHRH en sangre portal al administrar dosis altas de morfina
o <3-endorfina <Ching 1982; Adíer y Crowley 1984; Kalra y cols 1987). Por otra
parte, los antagonistas de la LHRH bloquean el efecto estimulante de la
naloxona sobre la secreción de LH (Blank y Roberts 1982: Cicero y cols 1985). J
Dentro de los distintos péptidos opioides que ejercen estas J
influencias en las neuronas de LHRH parece ser que la <3-endorfina del núcleo
arcuato es la más implicada. Así, la microinyección dentro del núcleo arcuato
de antisueras anti IZ-endorfina aumenta los niveles plasmáticos de LH en ratas
hembras, mientras que antisueros anti-metil-encefalinas, no producen dicho
aumento (Schulz y cols 1981).
Norman y Smith (1992) sugieren que la inhibición de la liberación
de LH y testosterona que se produce tras someter a inmovilización a macacos
adultos está mediada por opioides, puesto que la naloxona bloquea parcialmente








La respuesta de gonadotropinas al estrés es bifásica. El estrés 
agudo provoca un aumento de la secreción de gonadotropinas y prolactina. 
mientras que el estrés prolongado crónico provoca un descenso de! los niveles 
plasmáticos de dichas hormonas. Parece lógico pensar que esta respuesta 
hormonal ante la diferente intensidad del estrés esté mediada por distintos 
mecanismos. 
Actualmente está bien establecida la relación antagónica que 
existe entre el eje hipotálamo-hipófiso-adrenal y el gonadal. Trabajos previos de 
nuestro grupo apoyan la hipótesis de que la disminución de gonadotropinas que 
se produce durante el estrés crónico puede deberse a la activación de factores 
hipotalámicos-hipofisarios implicados en la regulación del eje adrenal. Tanto la 
CRH como los opiáceos inhiben la secreción de gonadotropinas. Sin embargo, 
no está claro si el efecto inhibidor de la CRH sobre la LHRH es el responsable 
de los cambios en la función reproductora que se producen duranti: el estrés y 
si dicho efecto está mediado por la activación de una vía opiácea. 
Por otro lado, se ha observado que durante el estrtis agudo se 
produce un aumento en el tumover de catecolaminas centrales que podría ser 
el responsable del aumento de la secreción de gonadotropinas que tiene lugar 
durante el estrés. 
Para intentar clarificar estos puntos se han planteado los 
siguientes objetivos: 
1) Evaluar el papel de las c~atecolaminas en la respuesta de las 
gonadotropinas al estrés agudo. 
2) Analizar la posible implicación de la CRH y/o 1~0s opiáceos 
centrales en los efectos inhibidores del estrés crónico sobre la 
función gonadotropa, para lo cual llevaremos a cabo experimentos 





Material y Mhtodos 
l.- ANIMALES 
1.1) Condiciones generales. 
Se utilizan ratas macho de raza Wistar de 300-400 g de peso, 
suministradas por Panlab. Los animales se mantienen en jaulas de metacrilato 
de 42 x 23 x 14 cm, en número de cuatro por jaula, en el animalario del 
departamento de Fisiología. La luz del ratario es artificial, mediante lámparas 
fluorescentes, con control automático de ciclos de 12 horas de luz (7:30 - 
19:30) y 12 de oscuridad. La ventilación se realiza mediante extracción 
continua y la temperatura se mantiene constante entre 20-22’C. La bebida y 
comida (piensos compuestos suministrados por Panlab. Barcelona) se 
administran “ad libitum”. 
En el experimento en que se administra 
intracerebroventricularmente anticuerpo de CRH se utilizan ratas m.acho adultas 
de raza Sprague-Dawley del mismo peso que las anteriores suminiistradas. por 
Zivic-Miller. Dichas ratas se adquieren canuladas en el tercer ventrículo y en la 
yugular y se mantienen 10 días en nuestro estabulario antes de su utilización. 
Con el fin de confirmar la correcta colocación de la cánula 
intracerebroventricular los animales son sometidos a un “test da ingesta de 
agua” que consiste en inyectar a través de la cánula 50 ng de angiotensina Il 
en 5~1 de líquido cefalorraquídeo artificial. Se descartan aquellos alnimales que 
no beben agua en un periodo de 10 minutos desde la inyección, tan solo 2 
animales de los 57 suministrados tuvieron que ser descartados. Para mantener 
el buen estado y el funcionamiento de la cánula de la yugular inyectamos a 
través de la misma una solución heparinizada de polivinilpirrolidona facilitada por 
Zivic-Miller. 
1.2.Procedimiento de estrés. 
-Estrés crónico: Utilizamos la inmovilización crónica intermitente. Los 
animales se introducen en mallas metálicas cilíndricas, con una elasticidad que 
permite adaptarlas al tamaño del animal, mediante unas pinzas. Se les inmoviliza 
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seis horas diarias (desde las 10 hasta las 16 horas) durante cuatro días 
consecutivos. 
Los animales no estresados (grupo control) permanecen 
libremente en sus jaulas y se les priva de agua y comida durante las horas 
correspondientes al período de inmovilizaci6n. De este modo, se pretende 
eliminar cualquier efecto resultado de la incapacidad de los animales estresados 
para comer y beber. 
Tras el último período de inmovilización, se decapitan todos los 
animales en una habitación contigua, mediante el uso de una guillotina. El 
tiempo transcurrido entre el momento de coger al animal y la decapitación es 
inferior a 30 segundos. 
-Estrés agudo: El procedimiento de estrés es el descrito 
anteriormente salvo la duración del mismo. Los animales se estresan un día 
durante un período de 30 minutos (a partir de las 10 de la maiiana). 
-Plasma: Tras decapitar a los animales, se recoge la sangre 
troncular en tubos de polipropileno heparinizados, enfriados con hielo. Se 
centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos a 4OC. Se decanta el sobrenadante 
y se mantiene congelado a -18O C hasta el momento del análisis. 
-Hipotálamo medio-basal: Tras abrir el cráneo, se extrae el cerebro 
en bloque. La disección del hipotálamo se realiza atendiendo a los siguientes 
límites: límite anterior; borde posterior del quiasma óptico. límite posterior: 
borde anterior de los tubérculos mamilares, límites laterales; surcos 
hipotalámicos laterales. Con una profundidad de aproximadamente 2 mm. 
El tejido se congela en 1 ml de HCI 0.1 N con nieve carbónica y 
se conserva hasta su posterior análisis a -18OC o -8OOC para la cuantificación 
28 
Material y Métodos 
de LHRH o catecolaminas. 
2.- SOLUCIONES Y DROGAS 
En las perifusiones se utiliza como medio de perifusión Krebs 
Ringer bicarbonato (KRB) con la siguiente composición: 
-NaCI ll 8mM 
-KCI 4,72 mM 
-CaCl, 2 H,O 2,5 mM 
-Mg,SO, 7 H,O 1 ,18 mM 
-KPO,H, 1.18 mM 
-NaHCO, 24 mM 
Cuando se quiere aumentar la concentración de potasio en el 
medio se disminuye la proporción de NaCI a 68 mM, aumentiindose la de 
KCI a 54.7 mM. 
En los experimentos en los que se elimina el calcio, el CaCI, se 
sustituyó por MgCI, 2.5 mM. El EDTA 1 mM (Sigma) se disuelve directamente 
en el medio. 
-La CRH de las perifusiones (Península o Bachem) se prepara a 
una concentración de 1 O-4 M. disuelto en CIH 0.1 N. con objeto de no prepararlo 
diariamente. El día de la perifusión se diluye en KRB hasta alcanzar la 
concentración 10.’ M deseada. 
-La naloxona (Sigma) se disuelve cada día, directamente en el 
medio de perifusión. La naltrexona se disuelve en solución salina en los 
experimentos en que se inyecta de forma subcutánea. 
-La morfina se disuelve también en solución salina antes de su 
administración. 
-La o-m-p-tiroxina (o-m-p-tyr) y el dietilditiocarbamato (DDC), 
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ambos proporcionados por Sigma, se disuelven en solución salina antes de la 
inyección. 
-La yohimbina, el prazosín, y el propranolol (Sigma) también se 
disuelven diariamente en solución salina antes de su administracidn. 
-El anticuerpo anti-CRH fue obtenido en nuestro laboratorio por 
los Ores. Ariznavarreta y Tresguerres mediante la inoculación de conejos con 
la CRH unida a hemocianina, utilizando el método de la carbodiimida. Dicho 
anticuerpo presenta una reacción cruzada del 0,2% con la galanina e inferior al 
0.2% con la calcitonina, la urotensina, la GH, la somatostatina y la sauvagina. 
3.- METODOS ANALíTICOS 
3.‘l)Cuantificaci6n de hormonas polipeptídicas por radioinmunoanálisis (WA) en 
suero o en tejido hipotalámico. 
3.1.1 .Fundamento teórico. 
Se basa en una reacción competitiva entre la hormona presente en la 
muestra (hormona fría) y una cantidad constante de esa misma hormona 
marcada con ‘? (hormona radiactiva), para unirse a un anticuerpo específico 
a ella. 
La afinidad por el anticuerpo que se añade en una cantidad 
constante a todos los tubos, de ambas hormonas es la misma por lo que la 
cantidad de hormona radiactiva que se pueda ligar al anticuerpo dependerá de 
la hormona sin marcar presente en la muestra. Es decir, a mayor concentración 
de hormona sin marcar menor oportunidad tendrá la hormona radiactiva de 
unirse con el anticuerpo. 
Se utiliza una curva patrón para calcular las concentraciones de 
la hormona en las muestras problema. En esta curva se representan cantidades 




Cada punto de la curva se valora por tetraplicado como mínimo.
La unión se calcula mediante la siguiente fórmula:
Donde B0 representa la hormona radiactiva ligada por el
anticuerpo en ausencia de hormona sin marcar y N representa la unión
inespecífica como consecuencia de uniones con la pared del tubo en el que se
realiza el análisis, como es lógico estos tubos no llevan ni anticuerpo ni hormona
fría.
Para representar la curva patrón utilizamos un papel
semilogarítmico de 4 períodos con el eje de ordenadas en divisiones lineales y
el de abcisas en logarítmicas. En el primero representamos el porcentaje de
unión y en el segundo la cantidad de hormona sin marcarañadida a cada punto.
Uniendo todos los puntos obtenem¿s un trazo sinusoidal. Interpolando el % de
unión obtenido por las muestras, tendremos la cantidad de hormona presente
en la muestra.
3.1 .2.lnmunorreactivos y soluciones tampón.
Todos los inmunorreactivos utilizados para el radioinmunoanálisís
de hormonas polipeptídicas a excepción de la LHRH fueron suministrados por
el “National Hormone and Pituitary Program” del National Institute for Diabetes
and Digestive and Kidney (NIDDK). La reconstitución y conservación se realiza
según las instrucciones que acompañan a cada inmunorreactivo.
-Soluciones y suspensiones:
-Tampón 1: Tampón fosfato 0.5 M. pH =7,6. Se utiliza para el
marcaje y para preparar el tampón II y el V.
-Tampón II: Tampón fosfato 0.01 M. Nací 0,15 M, pH = 7,6. Se
emplea para eluir la columna del marcaje, para preparar los tampones III y IV y
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para diluir el 20 anticuerpo.
-Tampón III: Tampón fosfato O,O1M. NaCí 0.15 M con 0,1% de j
BSA, pH=7,6. Se emplea para las diluciones de la curva estándar, para
completar las alícuotas del RíA y diluir la hormona marcada. J
-Tampón IV: Tampón fosfato 0,01 M. NaCí 0,15 M. EDTA 0,025
M y tritiplex 0.025 M. pH = 7,6, se emplea para diluir el primer anticuerpo.
Según de que hormona sea el radioinmunoensayo. se le añade: j
a> FSH y PAL se añade 0,25% de suero de conejo.
b)LH.se añade 0,25% de suero de conejo y 1% de tritón. j
-Tampón V: Tampón fosfato 0.05 M, pH = 7,6 se utiliza para la
cuantificación de la corticosterona y para preparar la suspensión de carbón- j
dextrano.
-Para la valoración de LHRH se utiliza como tampon una mezcla J
del tampón III y IV al 50%
-Suspensión de carbón-dextrano: Carbón 1%. dextrano 0,5% en j
tampón V. Una misma suspensión se puede utilizar durante un mes. Se debe
mantener en agitación continua a 400, durante al menos 60 minutos antes de j
su usos Se utiliza para separar la hormona libre de la ligada en la cuantificación
de corticosterona.
-Suspensión de segundo anticuerpo: Se prepara polietilenglicol al
10% en tampón II y se añaden 10 pl/tubo de antigammaglobulina de conejo, j
obtenida en ovejas en nuestro propio laboratorio por los Dres. Ariznavarreta y
Tresguerres. Esta suspensión de la que se añaden 500 pl/tubo se utiliza para J
separar la hormona libre de la hormona ligada en los RíAs de LH, PAL y FSM. Se
prepara el mismo día en que se va a utilizar y se mantiene en agitación continua J
durante su uso. J
3.1.3.Cuantificación de la LH. j
-Radiovodación de la hormona: El marcaje o radioyodación de las Jhormonas consiste en introducir el iodo en la misma, por medio de alguna





el de la lactoperoxidasa, según técnica descrita por Thorell y Johansson (1971).
En este caso la reacción enzimática citada consigue que el yoduro radiactivo
pase a yodo atómico y este último sustituya a los átomos de hidrógeno que
forman parte de la estructura molecular de las proteínas fundamentalmente en
el núcleo fenólico de la tirosina.
Para ello, en un tubo eppendorf de 1,5 ml se pipetea en el orden
siguiente:
-2.5pg de NIDDK-rLH-l-7 en 25pl de tampón lío fosfato O,O1M
-lOjA de tampón fosfato 0,5 M
-5 pl (0,5 mci) de 1251 (Amersham>
-lO pl de dilución lactoperoxidasa (0.5 pg>
Después de 4 minutos de reacción ésta se detiene añadiendo 200
pl de tampón III pH =7.6.
-Separación de la LH iodada y el 1251 libre: Para este fin se realiza
una cromatografía en una columna de 20 x 1 cm empaquetada con Sephadex
G-5O. Como eluyente se utiliza tampón II fosfato 0,01 M. Se obtienen dos picos
de radiactividad, el primero de los cuales corresponde a la LH iodada y el 20 al
iodo libre. Las fracciones correspondientes al pico de LH yodada se mezclan y
se distribuyen en alícuotas de 200 pi. que se almacenan a -18v c hasta su
utilización.
Antes del RíA, se purifica de nuevo la LH yodada, mediante
cromatografía en Sephadex G-l0O, con objeto de separar la fracción de
hormona deteriorada, así como el iodo que se haya liberado desde el marcaje.
Se utiliza una columna de 25 x 2 cm y el eluyente citado anteriormente.
- Evaluación del marcaje: Para conocer el rendimiento de la
radioyodación, o porcentaje de 125j incorporado a la hormona, utilizamos el
método inespecifico de precipitación de proteínas con ácido tricloroacético
(TCA). Una vez diluida una pequeña parte del producto de marcaje, se toman
alícuotas de 50 pl. se les añade a la mitad de ellas 500 pl de tampón III fosfato




agitándolas bien. Se incuban durante 15 minutos a 40C, posteriormente se 3
centrifugan otros 1 5 minutos a 3.000 rpm a 4W y se aspira el sobrenadante.
Se cuenta el precipitado 1 minuto en un contador de radiactividad . La 3
actividad específica del marcaje se calcula multiplicando el rendimiento por la
cantidad de iodo utilizada (0,5 mCi> y dividiendo el resultado por la masa de 3
hormona que empleamos para el marcaje (2,5 ¡igL Se expresa en
4uCi/pg. La
actividad específica de la LH iodada oscila entre 99 y 134 pCi/jig de hormona. 3
- Realización del análisis: 1) Se pipetean las muestras por duplicado, en
alícuotas no superiores a 200 pl. Asimismo, se pipetea la LI-l patrón (NIDDK- 3
rLH-RP-3 también disuelta en tampón II fosfato 0,01 M> en un rango de 10 a
2.500 pg diluida en 200 pl de tampón fosfato III BSA 1%. Se completan todos
los tubos con este mismo tampón hasta un volumen de 300 pl. Además de ésto
se utilizan en todos los AlAs los siguientes puntos de referencia: 3
-N o controles de actividad inespecífica, que contienen 200 pl de
tampón fosfato IV y 300 pl de tampón II. 3
-At o contrWes de radiactividad que sólo contendrán la hormona
radiactiva en este caso la LH marcada.
En cada RíA se utilizan dos curvas patrón colocándose una al
principio y otra al final de todas las muestras para controlar las variaciones 3
debidas al tiempo de incubación entre los primeros y los últimos tubos. Para
control interno en todos los RíAs valoramos los niveles de hormonas en un pool 3
de plasmas o de hipotálamos en el caso de la LHRI-I.
2) Se añade a todos los tubos, salvo a los N y At, el anticuerpo
(NIDDK-anti-rLH-S-9) diluido previamente 1/187,5 en tampón IV y congelado a -
18~ C. A partir de esta dilución 1/187,5 se hace una dilución final 1/28.000 y
se añade suero de conejo al 0.25%. De esta dilución se pipetean 200 pl/tubo. 3
alcanzando una dilución final del anticuerpo en el tubo 1/84.000.
3> Se prein¿uba 72 horas a 4W con objeto de aumentar la
sensibilidad del RíA.
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en 100 pl de tampón III.
5> Se incuba 48 horas a 4W. 3
La separación de las fracciones libre y ligada se realiza mediante 3
la adición a cada tubo de 500 pl de la suspensión de 20 anticuerpo ya
mencionada anteriormente. Se incuba a 4W durante 20 minutos y a 3
continuación se centrifuga 15 minutos a 3.000 rpm, se aspira el sobrenadante
y se mide a radiactividad del precipitado, que corresponde a la fracción de 3
hormona ligada al anticuerpo.
- Validación del método: La sensibilidad es de 5 pg/tubo. El
coeficiente de variación intraanálisis es de un 5% e interanálisis es de un 8%.
En la Fig. 3 aparece representada una curva patrón media de esta hormona.
3
3.1 .4.Cuantificación de FSH. 3
- Marcaje de la hormona: Se realiza mediante un procedimiento
similar al descrito para la LH. La FSH para yodar fue la NIDDK-rFSH-l-7. La
actividad específica de la FSH yodada oscila entre 96 y 127 pci/pg de 3
hormona. 3
- Separación de la FSH yodada y el jodo libre: Tras el marcaje se
realiza una purificación en Sephadex 0-50 en la misma columna utilizada para
la LH y siguiendo el mismo procedimiento. Se mezclan las fracciones
correspondientes al primer pico de radiactiVidad que corresponden con la FSH
marcada y se distribuyen en alícuotas que se conservan a -18W. Al contrario
de lo que ocurre con la LH, la purificación de la FSH yodada en Sephadex 0-100
antes de la realización del RíA no mejora el porcentaje de unión de la hormona
al anticuerpo. 3
- Procedimiento del radioinmunoanálisis: Es análogo al descrito 3
para la LH, excepto en lo que respecta a las diluciones de las muestras y del
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rFSH-RP-2, disuelta en tampón II 0.01 M) se diluye de modo que se obtenga un 3
rango de concentraciones de 0.1 a lOng en 200 pl.
El anticuerpo NIDDK-anti-rFSH-S-1 1 (diluido previamente 1/125
en tampón IV) se diluye 300 veces en tampón IV al que se añade suero de 3
conejo al 0.25 %, y se pipetean 200 pl/tubo alcanzando una dilución final en el
tubo de RíA 1/112.500.
- Validación del método: La sensibilidad es de 0,1 ng/tubo. El 3coeficiente de variación intraanálisis es de un 6% y el interanálisis es de un 9%,
existiendo una buena linearidad (Fig.4>.
3.1.5. Cuantificación de la prolactina. 3
- Radioyodación de la hormona: Se realiza mediante un 3
procedimiento similar al descrito para las demás hormonas polipeptídicas en
apartados anteriores. La prolactina para yodar es la NIDDK-rPRL-16, que se 3
reconstituye en tampón fosfato II. La actividad específica de la PRL yodada
oscila entre 80 y 122 pCi/pg de hormona. 3
- Separación de la PRL yodada y el iodo libre: Tras el marcaje se 3
purifica la hormona en Sephadex G-50. Se mezclan las fracciones
correspondientes al primer pico de radiactividad <PRL yodada) y se distribuye en
alícuotas que se conservan a -18W hasta su utilización para el RíA. 3
En el mismo día en el que se añade al análisis la hormona yodada
se descongela y se vuelve a purificar en una columna rellena con Sephadex G-
100. En este caso el primer pico de radiactividad suele aparecer desdoblado,
correspondiendo la primera elevación del mismo a hormona yodada deteriorada 3
durante la radioyodación y el almacenamiento y que ha perdido por tanto la
capacidad de ser reconocida por el anticuerpo específico. Las fracciones 3
correspondientes a la segunda elevación del primer pico son las que contienen
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realización del análisis. 3
- Procedimiento del radioinmunoanálisis: Es análogo al descrito 3
anteriormente para la LH y la FSH excepto en lo que respecta al periodo de
preincubación. a las diluciones de las hormonas y del anticuerpo. Las cantidades 3
de plasma empleadas para la cuantificación fueron 25 pi y 50 pl.
La PRL patrón (NIDDK-rPRL-RP-3. disuelta en tampón fosfato 0,01
M) se diluye de modo que se obtenga un rango de concentraciones de 10 a 3
2.000 pg. diluidos en 200 pl de tampón III. El anticuerpo NIDDK-anti-rPRL-S-9
<diluido previamente 1/10 en tampón IV) se diluye 500 veces en tampón IV con 3
suero de conejo 0,25%, se pipetean 200 pl/tubo, alcanzando una dilución final
en eltubo de AlA 1/1 5.000. 3
- Validación del método: La sensibilidad del radioinmunoanálisis 3
es de 10 pg/tubo. El coeficiente de variación intraanálisis es de un 4,5%. el
coeficiente de variación interanálisis es de un 18%. En la Fig. 5 hemos 3
representado una curva patrón media correspondiente a esta hormona. 3
3.1.6. Cuantificación de la LHRH.
Este método fue puesto a punto en nuestro laboratorio por la Dra.
C. Alvarez y aparece extensamente validado en su tesis doctoral (1989>. 3
-Marcaje de la hormona: Se realiza mediante el método de la 3
lactoperoxidasa. La LHRH para yodar y la estándar de referencia se adquirieron
a U.B.L (Universal Biological Limited> reconstituida en tampón fosfato 0,5 M 3
pH=7,6. Una vez reconstituida la hormona se almacena congelada a -is oc
hasta su uso, por un período de hasta 6 meses. En el caso de este péptido no 3
se puede utilizar el método inespecífico de precipitación de proteínas con TCA
para conocer el rendimiento aproximado del proceso de radioyodación. 3
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Figura 4: Curva patrón de LHRH y paralelismo de la misma can
diluciones sucesivas de un extracto de higatálamo o distintos volúmenes
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lleva a cabo una cromatografía de fase reversa, introduciendo el marcaje en una 3minicolumna C’8 desechable de 1 ml (Baker>. El funcionamiento de esta
cromatografía implica una fase estacionaria no polar y un eluyente o fase móvil 3polar. La fase estacionaria son cadenas hidrocarbonadas, en este caso
octadecilos ligados químicamente a la superficie de partículas de sílice, que
.3actúan como soporte inerte. La fase estacionaria presenta afinidad por la zona
no polar de las moléculas en solución mientras que la fase móvil presenta mayor
polaridad con lo que hace que se eluyan antes las sustancias polares y después 3
las no polares. 3
Primero se pasa metanol por la columna, después ésta se lava con
IFA (ácido trifluoracético> al 0,1%, se añade el marcaje y se eluye con IFA 3
recogiéndose 10 fracciones con 10 gotas cada fracción. Posteriormente se
eluye con acetonitrilo al 50% en iTA al 0.1% al 50% y recogemos otras 30 3
fracciones de 10 gotas. En las 10 primeras fracciones se obtiene la
radiactividad correspondiente al 1251 libre, mientras que en las 30 fracciones 3
siguientes al cambiar el eluyente se recoge la hormona yodada. El
almacenamiento de la hormona marcada a -1 80C durante más de 30 días causa 3
un deterioro de la misma cuando se sobrepasa un período de 30 días. Pasado
este tiempo se puede volver a repurificar, de igual manera que se purifica el 3
marcaje tras lo cual obtenemos una hormona con una buena capacidad de unión
y de desplazamiento de la hormona fría. 3
3
-Realización del radioinmunoanál¡sis: Los hipotálamos problema
se homogenizan en 1 ml de CIH 0.1 N, se centrifugan a 3.000 rpm durante 20 3
minutos y el sobrenadante se diluye 100 veces en el tampón de AlA o tampón
V, añadiéndose 200 pl de esta dilución por triplicado. Las muestras de 3
perifusión se añaden directamente al RíA. Previamente se comprobó que el KRB
no interfiere en el RíA, (Fig.5>. Se pipetee el anticuerpo <Ferring reconstituido 3
en tampón IV y almacenado a una dilución 1/20 a -18W) en un volumen de
50 pl a una dilución final en el tubo de 1:120.000. Se preincuba de 24 a 48 3
horas a 4W, y pasado este período se añade a todos los tubos 10.000 cpm de




incubación se separa la hormona unida al anticuerpo de la hormona libre,
mediante la adición de 1,5 ml de etanol a 4W. Se incuba durante 15 minutos
y se centrifuga a 3.000 rpm durante 20 minutos, al final de los cuales se aspira
el sobrenadante quedando un precipitado visible que corresponde al complejo
hormona-anticuerpo.
-Validación del método: La sensibilidad es de 0.25 pg/tubo. El
coeficiente de variación intraanálisis es de un 4% y el interanálisis del 18%.
3.1.7. Cuantificación de la corticosterona plasmática.
Se realiza mediante análisis por desplazamiento competitivo
(CPB>, según el método descrito por Mancheño y cols (1975). con algunas
modificaciones.
-Inmunorreactivos: -Cortisol iodado: Suministrado por Amershan
con una actividad específica de 2.000 Ci/mmol. Se completa a 1 ml con etanol
absoluto y se conserva a 4W durante aproximadamente un mes.
-Corticosterona no radiactiva: Se obtiene de lkapharm <Israel>. Se
conserva diluida en etanol (10-80 ng/mI) a 4W.
-Como fuente de transcortina (080> se utiliza plasma de mujeres en el
tercer trimestre de gestación, que se diluye en glicerol y/y y se conserva a
18W hasta el momento de su uso.
-Procedimiento de extracción: Se efectúa a partir de alícuotas
de 25-100 pl de plasma, que se disponen en tubos de cristal de boca
esmerilada. Se añaden 0,5 ml de H20 destilada y 4 ml de diclorometano. Los
tubos se someten a rotación mecánica (30 rpm> durante lo minutos. A
continuación, se descarta la fase acuosa por aspiración y el extracto se somete
al análisis por CPB.
-Realización del análisis: En tubos de vidrio se pipetean 2 ml del
extracto y se evaporan a temperatura ambiente. Una vez evaporados se
reconstituyen en 10 veces el volumen de suero extraído con tampón de AlA. A
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continuación se pipetean de 100 a 200 pl del extracto reconstituido y se
prepara una curva estándar de corticosterona en tampón VI fosfato 0,05 M
desde O a 4 ng en un volumen de 100 pl.
Se añaden a todos los tubos 4 pl/tubo del plasma de gestante-
glicerol diluido en un volumen de 100 pl.
Inmediatamente después se añade 1 OOpI de cortisol marcado con
aproximadamente 10.000 cpm por tubo. Tras agitar, los tubos se incuban a
4W. durante 30 minutos.
La separación de la corticosterona libre y la ligada se realiza
añadiendo 200 pl/tubo de la suspensión de carbón-dextrano ya mencionada
anteriormente. Se agitan los tubos en el vórtex y se incuban a 4W durante 10
minutos. Se centrifugan a 3.000 rpm durante otros 10 minutos y se aspira el
sabrenadante que contiene en este caso la fracción ligada. Se mide la
radiactividad del precipitado que corresponde a la fracción de hormona libre.
32.- Cuantificación de catecolaminas por cromatografía líquida de alta precisión
<H.P.L.C.).
3.2.1. Fundamento teórico de la H.P.L.C. y la detección electroquímica.
La técnica de H.P.L.C. utilizada para la separación de aminas
biológicas y sus metabolitos es una cromatografía líquido-líquido de fase
reversa, lo que implica el uso de una fase estacionaria constituida por cadenas
hidrocarbonadas de distinta longitud, siendo las más frecuente octilos.
octadecilos y fenilos, ligadas químicamente a la superficie de partículas de sílice
que actúan como soporte inerte. La composición de la fase móvil depende del
tipo de aminas y metabolitos que se quieran separar.
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La fase estacionaria presenta afinidad por la zona no polar de las
moléculas en solución mientras que la fase móvil presenta mayor polaridad, lo 3
que hace que se eluyan antes las sustancias polares que las no polares. Si a
este método de separación se añade la presencia en el eluyente de un reactivo 3
que dé lugar a asociaciones iónicas entre solutos y fase estacionaria, por
ejemplo el sulfonato sódico de octano, se combinan las ventajas de la 3
cromatografía de fase reversa-alta resolución y estabilidad de la columna- con
las de la cromatografía de intercambio iónico, obteniéndose una mejor 3
separación de los solutos. A este método de separación se le denomina
Cromatografía Líquida de Fase Reversa “lon-pair”, y es el que utilizaremos para 3
la cuantificación de catecolaminas por H.P.L.C. <Krstulovic. 1982>.
El eluido procedente de la columna analítica contiene una
secuencia de zonas de soluto separadas entre sí. Este eluido es constreñido y 3
convertido en una película muy delgada que pasa sobre un electrodo plano,
mantenido durante todo el proceso a un potencial fijo, establecido frente a un 3
electrodo de referencia. La detección electroquímica se basa en la capacidad de
los solutos para oxidarse a su paso por el electrodo cuando el potencial es 3
superior al requerido para su electrólisis. De esta forma, una carga medible pasa
del compuesto al electrodo. 3
La corriente resultante es directamente proporcional a la 3
concentración de soluto que pasa por la superficie del electrodo par unidad de
tiempo. Esta corriente. una vez amplificada, es enviada a un registrador que 3
proporciona un cromatograma en el cual se cuantifican los solutos según el área
bajo cada pico. (Krstulovic. 1 982>. 3
33.2.2.Condiciones de trabajo. u
A> Columna analitica:Brownlee Labs RP-1 8, de 10cm de longitud
y 4.6 mm de diámetro interno, constituida por partículas de sílice poroso de 5 3
pm de diámetro a las que se han unido químicamente cadenas octadecilo (C18).




capacidad de inyección para una muestra de 10 pl. Durante todos los análisis
se mantuvo un flujo constante de la fase móvil de 1 ,2-1 ,3 ml/minuto.
C) Detector electroquímico amperométrico: de Metronm
Bioanalytical System, equipado con un electrodo de trabajo de carbón-vidrio, y
un electrodo de referencia de Ag/AgCI. Para la detección de dopamina en
hipotálamo medio-basal se utilizó un potencial de 0,65 y a una sensibilidad de
10 nA.
D> Registrador: integrador 4290 de Spectr-Physic que calcula las
concentraciones de soluto según el área bajo el pico. El papel se desplaza a una
velocidad de 0,25 cm/minuto.
E) Fase móvil: para la determinación de dopamina se utilizó como
fase móvil la descrita por Carlsson y col. (1986):
-Fosfato monosódico 0,15 M.
-Sulfonato sódico de octano 0.5 mM.
-EDTA 0,1 mM.
-Metanol 12%. pH =3,8
Esta técnica ha sido puesta a punto y validada por el Dr.
J.F.Fernández en el Departamento de Bioquímica de la Facultad de Medicina de
esta Universidad, quien a llevado a cabo las determinaciones de catecolaminas
expuestas en esta Tesis Doctoral.
3.2.3. Procesamiento de las muestras.
Una vez descongelado el tejido se homogeiniza , siempre en frío,
en 100 pl de una solución conservada en hielo de ácido perclórico 0.2 N, con
bisulfito sódico 0.5 mM (antioxidante> y 40 ng/ml de DHBA, que se utilizará
como estándar interno. El añadir el estándar interno a la solución de
homogeneización tienen como finalidad el poder hacer correcciones si existen
pérdidas durante el procesamiento y almacenamiento de las muestras (Krstulovi,
1982).
Una vez homogeneizado el tejido, se centrifuga durante 1 minuto
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a 10.000 g y se almacena en nevera (4W) durante 24 horas. La alícuota que 3se inyecta en el sistema de H.P.L.C.. así como la que se utiliza para determinar
la concentración de proteínas, se obtiene del sobrenadante.
3.2.4. Cálculo e interpretación de resultados. 3
La concentración de soluto en el eluida de la columna se 3
determina según la dimensión del área bajo el correspondiente pico. Para el
cálculo de resultados se utilizó como referencia un estándar externo constituido 3
por 40 ng/ml de dopamina, noradrenalina y adrenalina en una solución de ácido
perclórico 0,2 N con bisulfito sódico 0.5 mM. 3
Tras la inyección de la muestra, el integrador reconoce el pico 3
correspondiente a cada soluto según el tiempo de elución determinado con el
estándar externo, y calcula la concentración de cada sustancia multiplicando el 3
valor del área bajo de pico por el correspondiente factor de corrección,
previamente establecido según el estándar externo, y refiriendo su 3
concentración a la del estándar, con lo que se corrigen las posibles pérdidas de




4.1. Papel de las catecolaminas en la respuesta de gonadotropinas al estrés
agudo. 3
4.1 .1. Efecto de la administración de a-m-p-tyr, DDC, inhibidores de distintos 3
pasos de la síntesis de catecolaminas. 3
Para elucidar el papel de las distintas catecolaminas en el incremento de
la secreción de gonadotropinas que tiene lugar durante el estrás agudo, se 3







Se emplean 80 ratas que se dividen en 3 grupos experimentales:
a) Inyectado intraperitonealmente con 300 pl de solución salina.
b> Inyectado con a-m-p-tyr <250 mg/kg de peso corporal).
c> Inyectado con DOC (500 mg/Kg de peso>.
El tratamiento farmacológico se inicia a las 9:30. tres horas más
tarde, a las 12:30, la mitad de los animales de cada grupo se estresa por
inmovilización durante 30 minutos y la otra mitad permanece en sus jaulas
como grupo control sin estresar. Al finalizar el estrás los animales se sacrifican
por decapitación, se extrae rápidamente el hipotálamo, con hielo seco y se
almacena a -8O~ C hasta la determinación de catecolaminas y LHRH. La sangre
troncular se recoge y el suero resultante se almacenó a ~18~ C para la
determinar los niveles plasmáticos de Li-U FSH, PRL y corticosterona.
4.1.1. Efecto de la administración de distintos antagonistas de los receptores
adrenérgicos.
Con objeto de averiguar qué tipo de receptor media el efecto de
las catecolaminas sobre la secreción de gonadotropinas en respuesta al estrés
agudo, se administran distintos antagonistas adrenérgicos. Prazosín antagonista
de los receptores a,-adrenérgicos, yohimbina antagonista de los receptores a,-
adrenérgicos y propranolol antagonista delos receptores 13-adrenérgicos.
Para ello se utilizan 80 ratas divididas en 4 grupos:
a> Inyectado con 500 pl de solución salina.
b> Inyectado con 2 mg/kg de prazosín.
c> Inyectado con 5 mg/Kg de yohimbina.
d) Inyectado con 15 mg/Kg de propranolol.
A las 9:30, sesenta minutos antes de comenzar el estrás, se les
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inyecta a los animales intraperitonealmente las distintas drogas y a las 10:30 3se estresa por inmovilización a la mitad de los animales- de cada grupo
experimental. Trascurridos 30 minutos de estrás, los animales se decapitan y 3se determinan los niveles plasmáticos de LH, FSH, PRL. corticosterona, así
como el contenido hipotalámico de LHRH.
4.2. Papel de la CRI-4 y opiáceos en la inhibición de la función gonadotropa 3
durante el estrás crónico.
Con este objetivo se llevan a cabo experimentos tanto in vivo 3
como in vitro que intentan elucidar dicho papel.
4.2.1 .Efecto de la administración intracerebroventricular de anticuerpo contra
CRH. 3
Con objeto de elucidar el papel de la CRH hipotalámica en la 3
respuesta de gonadotropinas al estrés crónico se utilizan 52 animales a 26 de
los cuales se le inyecta intracerebroventricularmente un anticuerpo anti-CRH y 3
a los otros 26 suero de conejo, a las 9:00. Una hora después, a las 10:00 la
mitad de los animales de cada grupo se estresa por inmovilización desde las 3
10:00 hasta las 16:00, durante 4 días consecutivos. El último día, una vez
finalizado el período de estrés se decapitan todos los animales y se determinan 3
los niveles plasmáticos de LH , FSH, PRL. corticosterona y el contenido
hipotalámico de LHRH. 3
3
4.2.2. Efecto de la naltrexona. 3
A fin de averiguar :a participación específica de los péptidos
opioides. se estudió la respuesta de las gonadotropinas al estrás en animales 3
tratados con un antagonista opiáceo, de acción prolongada la naltrexona,
administrado durante el período-de inmovilización 3





subcutáneamente (2 mg/Kg) ó 250 pl de solución salina 3 veces al día (a las
9:30, a las 12:45 y a las 15:00 h> durante los 4 días del experimento. Para
comprobar la efectividad del tratamiento de naltrexona bloqueando los
receptores opiáceos, 30 minutos antes de finalizar el experimento (a las 15:30
h>. la mitad de los animales no estresados tratados tanto con salino como con
naltrexona recibieron subcutáneamente 10 mg/kg de morfina ó 250 pl de
salino. Al final del periodo de estrás se decapitan los animales y se determinan
los niveles plasmáticos de LI-l. FSH y PRL junto con el contenido hipotalámico
de LHRH.
5.- PERIFUSIONES
El aparato de perifusión (Fig 6> consta de 3 reservarlos que
contienen KRB, KRB en el que se han disuelto las distintas sustancias a probar
y KRB que además de dicha sustancia tiene la concentración de potasio de 56
mM. Dichos medios se gasean continuamente a una presión de 1 ,5 mm de Hg
y están conectados con la cámara que contiene el tejido por medio de una llave
Hamilton que controla la llegada al tejido de las distintas dragas disueltas en
el medio. Todo el sistema está introducido en un baño a temperatura constante
de 370 C.
Antes de realizar la perifusión el medio Krebs-Ringer bicarbonato
se gasea durante 30 minutos, con C2:02 (95%:5%). Una vez gaseado se añade
ESA <albúmina de suero bovino) 0,1% con el fin de evitar que los péptidos se
adhieran a las paredes de los viales. bacitracina 2x10~
2 mM para impedir la
degradación por peptidasas, glucosa 10 mM y las diferentes sustancias a
probar.
Las cámaras que contienen el tejido son de metacrilato
especialmente diseñadas para el hipotálamo con una mínima cantidad de
volumen muerto de 70 pl. Dichas cámaras se conectan a través de un catéter
de tygon con una bomba peristáltica (modelo LKE> con un flujo que se regula
a 50 pl/mm. Se recogen fracciones cada 4 minutas con un colector de
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fracciones.
3
5.1 .Efecto de la CRH y la naloxona sobre la secreción hipotalémica de LS-IRH
in vito. 3
Para comprobar si el efecto inhibidor de la CRH sobre la secreción 3
de LHRH es directo o está mediado por los opiáceos, llevamos a cabo
perifusiones de hipotálamo medio basal con Krebs-Ringer . CRH 107M y/o 3
naloxona a una dosis equimolecular. 3
Todos los hipotálamos se perifunden con KRB durante una hora
para que alcancen una secreción basal de LHRH estable. A continuación se 3
perifunden con el estimulo (CRH 1 Q4 M y/o naloxona 1 o.~ M> durante otra hora.
Este período se sigue de otros 16 minutos de perifusión con KRB con KCI 56 3
mM y los distintos estímulos. Por último se mantiene el tejido otros 16 minutos
con el medio del estímulo. El eluyente se recoge en tubos mantenidos en hielo 3
y se conserva a ~18o C hasta su posterior análisis. Los hipotálamos se pesan
y se recogen en un eppendorf con 1 ml de CIH 0.1 N y se mantienen a .180 3
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6.- TRATAMIENTO ESTADíSTICO DE LOS RESULTADOS 3
El valor de las variables estudiadas se expresa mediante un parámetro
de centralización (media aritmética> y otro de dispersión (errar estándar de la 3
media. SEM>.
3
La comparación de muestras respecto a una variable se realiza
mediante el análisis de la varianza <ANOVA) de dos ‘das. Con el fin de 3
homogeneizar la varianza en aquellas variables que presentaban una gran
dispersión de la misma se realizó el ANOVA del logaritmo de los valores de 3
dicha variable. En la interpretación de dicho análisis cuando la interacción entre
las dos variables estudiadas fue pcO,1 se aplicó posteriormente un test de 3
Tukey de comparaciones múltiples, para discernir qué grupos eran diferentes
entre sí. Cuando se trata de comparar dos grupos se utiliza el test de la “U’ de 3
Student, que es matemáticamente equivalente al análisis de la varianza cuando
sólo existen 2 grupos. En el caso de las perifusiones se calcula la liberación en 3
picogramos a lo largo de distintas etapas de la misma sumando lo liberado en















l.- PAPEL DE LAS CATECOLAMINAS EN LA RESPUESTA DE LAS 
GONADOTROPINAS AL ESTRES AGUDO. 
1 .l .Efecto de la administración de o-m-p-tyr y DDC. 
aj LH:Los resultados se representan en la Fig. 7. Los niveles 
plasmáticos de LH aparecen significativamente disminuidos (‘F,,,, =41 .51 
p<O,Ol) con los dos tratamientos empleados. El estrés agudo provocó un 
aumento significativo (F,,, = 7,15 p< 0.01) de los niveles plasm;áticos de LH 
en los animales tratados con salino, aumento que fue bloqueado por la 
administración de las dos drogas utilizadas. Se observó una interacción entre 
el efecto estrés-tratamiento, ya que, el estrés no modificó la LH en los grupos 
tratados con a-m-p-tyr y DDC. 
b) FSH: Como muestra la Fig. 8, a diferencia de lo que ocurre con 
la LH, el estrés no modificó los niveles plasmáticos de FSH. El grupo tratado 
con o-m-p-tyr presenta unos niveles plasmáticos de FSH significativamente 
inferiores a los observados en los animales tratados con salino (p<O.Ol) 
mientras que el tratamiento con DDC no modificó los niveles plasmáticos de 
esta hormona. 
c) PRL: Los tratamientos empleados modificaron la secreción de 
PRL (F2,48 = 87,48 p<O,Ol), ya que, como se puede observar en la Fig.9 la 
inhibición de la síntesis de dopamina mediante el tratamiento con o-m-p-tyr 
aumentó significativamente los niveles plasmáticos de PRL (p< 0.01). mientras 
que por el contrario los animales tratados con DDC presentaron una disminución 
de la secreción de PRL (p <O.Ol ). El estrés agudo por inmovilización provocó un 
aumento significativo (F ,,48 = 43.6 p < 0,011 de los niveles plasmAticos de PRL 
en todos los grupos estudiados, si bien dicha respuesta fue de diferente escala 
en cada grupo. 
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d) Corticosterona: La Fig. 10 muestra el efecto del tratamiento 
con o-m-p-tyr y DDC sobre la respuesta de corticosterona al estrés. Como 
puede observarse el estrés aumentó significativamente (F,,,,=39.35 p<O,Ol) 
los niveles de corticosterona en el suero. Las drogas utilizadas indujeron un 
aumento significativo de los niveles basales de corticosterona (F,,,, = lo,57 
p C 0.0 1 ). La interacción estrés-tratamiento fue significativa (F,,,, = 5,578 
p<O.Ol), ya que, el tratamiento con DDC produjo un aumento de esta hormona 
de tal magnitud que los niveles de corticosterona en estos animales sin estresar 
fue casi similar al de las ratas estresadas. 
eI Contenido hipotalámico de LHRH: Los niveles 
hipotalámicos de LHRH no se modificaron tras el estrés, ni tampoco con 
ninguno de los tratamientos empleados (Fig. 1 1). 
f) Contenido hipotalámico de dopamina: Los resultados se 
representan en la Fig. 12. El estrés no modificó significativamente el contenido 
hipotalámico de dopamina. Sin embargo, como era de esperar el grupo de 
animales que fueron tratados con a-m-p-tyr tanto estresados como controles 
presentaron unos niveles de dopamina significativamente inferiores a los demás 
grupos (p<O.Ol). Asimismo los niveles de este neurotrasmisor en el grupo 
tratado con esta o-m-p-tyr y estresado tienden a ser ligeramente inferiores a los 
de su respectivo grupo control sin estresar, si bien dicha diferencia no fue 
significativa. 
g) Contenido hipotalámico de noradrenalina: Al igual que lo 
observado con la dopamina, la inmovilización durante 30 minutos no modificó 
el contenido hipotalámico de noradrenalina. Sin embargo, los tratamientos con 
u-m-p-tyr y DDC produjeron tanto en los animales controles como estresados 
un descenso significativo (F,,,, = 9,086 p < 0,Ol) del contenido hipotalámico de 
noradrenalina. Además como podemos observar en la Fig. 13 el estrés tiende 






u I 1, \I 
Solución Saiino a-m-p-tyr DDC 
Figura 7: Valores séricos de LH en ratas controles o inmovilizadas 
durante 30 minutos tras la administración de a-metil-para-tyroxina y 
dietildicarbamato. Existe interacción significativa p < 0.059 entre elestrés 
y e/ tratamiento. 
00 p < 0,Ol VS su respectivo control 
l l p C 0,O 1 VS solución salina control 
f + p C 0,O 1 VS solución salina estrés 
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Solución Salina cem-p-tyr 
0 Control 
DDC 
Figura 8: Efecto de la administración de a-metil-para-tyroxina y 
dietildicarbamato sobre los niveles plasmáticos de FSH en ratas controles 
o inmovilizadas durante 30 minutos. Ni el estrés ni los tratamientos 
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Solución Salina a-m-p-tyr DDC 
Figura 9: Respuesta al estrés de la PRL sérica en ratas tratadas 
con varios inhibidores de la sín tesis de catecoiarninas. El estrés aumentó 
significativamente p -C 0,O 7 los niveles de esta hormona. De los 
tratamientos empleados la o-metil-para-tyroxina aumentó 
significativamentep~O,Ol los niveles de PRL, mientras que el DDC 
/os disminuyó p<O,Ol. 
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Solución Salina a-m-p-tyr DDC 
* 
Figura t 0: Niveles plasmáticos de corticosterona en ratas tratadas 
con a-metif-para-tyroxina y dietildicarbamato en situación basalo tras 30 
minutos de inmovilización. Elestrés aumento significativamente p < 0,O 1 
los niveles plasmáticos de esta hormona y los tratamientos empleados 
también sumen taron significativamente p < 0,O 1 los niveles de 
corticosterona, existiendo interacción significativa p < 0,O 1 entre el 
tratamiento y el estrés. 
0 0 p < 0,O 7 VS su respectivo grupo control 











Fig 11: Efecto del tratamiento con distintos inhibidores de la
síntesis de catecolaminas sobre el contenido hipotalámico de LHRH en
ratas controles e inmovillzadas durante 30 minutos. Ni el estrés ni los
tratamientos empleados modificaron el contenido hipotalámico de LHRH.











Fig 12: Conten/do hipo talámico de dopamina en ratas controles o
inmovilizadas durante 30 minutos tratadas con a-metil-para-tyroxina y
dietildicarbamato. El estrés no rnodfficó el contenido hipo talámico de
dopamina pero el tratamiento con a-me111-para- tyroxina disminuyó













Figura 13: Efecto de la administración de distintos inhibidores de
la síntesis de catecolaminas sobre el contenido h4,otalámico de
noradrenalina en animales controles o inmovilizados durante 30 minutos.
Tanto la a-metil-para-tyroxina como el dietildicarbamato disminuyeron















Estrás y ganado tropinas 3
1 .2. Efecto de la administración de yohimbina, prazosín y propranolol.
a) LH: Los resultados se representan en la Fig. 14. Al igual que
ocurría en el experimento anterior el estrás agudo por inmovilización produjo un 3
aumento significativo (F163=8.29 p<0,Ol> de los niveles de LH. Los
tratamientos empieados produjeron igualmente una disminución significativa de 3
los niveles de esta hormona <F3,63=10.81 p<0,Ol> y se observó una
interacción significativa de las efectos estres-tratamientos <F363=3,15 3
p<0.05).. dicha interacción puede deberse a que tanto el prazosín como la
yohimbina bloquearon el incremento de los niveles plasmáticos de LH tras el 3
estrás. En los animales sin estresar sólo el prazosin disminuyó los niveles
plasmáticos de LH (p<0,01). mientras que ni la yohimiria ni el propranolol 3
modificaron significativamente la secreción basai de LH. 3
b> PRL: El estrás produjo, como ya hablamos descrito en el
experimento anterior, un aumento significativo (F168=84,11 p<O.O1> de los 3
niveles plasmáticos de esta hormona. En lo referente al efecto de las
antagonistas empleados, la administración de yohimbina produjo un aumento 3
en los niveles plasmáticos de la misma (p.C 0,01>, mientras que el prazosín tuvo
el efecto contrario produciendo una disminución significativa <pc0,05) de los
niveles plasmáticos de PRL. El propranolol no modificó significativamente la
secreción de PRL. Ninguno de los tratamientos empleados bloqueó la respuesta 3
de PRL al estrés (Fig. 15). 3
o> Corticosterona: El estrés provocó un gran aumento
= 145,64 p<O,01> de los niveles plasmáticos de corticosterona. Los 3
tratamientos emplados mbdificaron los niveles de esta hormona (P311 = 5,52
pcO,01> y hubo interacción estrás-tratamiento <F3713,72 p<0.05) debido 3
a que la yohimbina aumentó significamente (p<0.Ol> los niveles de
corticosterona hasta niveles próximos a los de los animales estresados. Ni el 3
prazosín, ni el propranolol modificaron ni los niveles plasmáticos de














Figura 14: Respuesta de la LH al estrás por inmovilización durante
30 minutos en ratas tratadas con distintos antagonistas adrenérgicos. El
estrás aumentó significativamente p <0,01/os niveles de esta hormona.
Existe interacción significativa p <0,05 tratamiento-estrás.
00 p <0,01 vs su respectivo grupo control
* * p < 0,01 vs grupo solución saUna control
+ + p < 0,01 vs grupo solución saUna estrás
sol. salina prazosin yohimbina propranolol
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sol. salino prozo sin yohimbina propronolol
3
Figura 75: Niveles plasmáticos de PRL en animales controles e
inmovifizadas durante 30 minutos tras administración de distintos
antagonistasadrenárgicos. El estrás aumentó significa tivamen tep <0,01
los niveles plasmáticos de esta hormona, mientras que el prazosín la
































sol. saUna prazosin yohimbina propr-onolol
Figura 16: Efecto de la administración de distintos antagonistas
adrenárgicos sobre la respuesta de corticosterona a la inmovilización
durante 30 minutos. El estrás aumentó los niveles plasmáticos de
corticosterona en todos los grupos estudiados p < 0,01, pero existe
interacción significativa p <0,05 entre el efecto del estrás y el de los
tratamientos.
00 p<0,01 vs su respectivo grupo control





2.- PAPEL DE LA C~1 Y LOS OPIOIDES ENDOGENOS EN LA INHIBICION DE LA
FUNCION GONADOTROPA DURANTE EL ESTRES CRONICO. 3
3
2.1 Efecto de la administración central de anticuerpo anti-CRI-4 sobre la
respuesta de ganadotropinas y prolactina al estrás crónica. 3
a> LII: La administración de antisuero anti-CRH de forma aguda 3
produjo un aumento significativo (F,24=9,91 pcO.01> de los niveles basales
de esta hormona (Fig. 17>. En esta ocasión la inmovilización durante 30 3
minutos no provocó ningún aumento significativo de ¡os niveles plasmáticos de
LH ni en los animales tratados con suero normal ni en los tratados con anti- 3
CRH. 3
El análisis de la varianza de los datos obtenidos durante el estrás
crónico indicaron una interacción estrés-tratamiento , ya que al comparar las 3
medias encontramos que el estrás disminuyó la LI-l sérica en los animales
tratadas con suero (p <0.01>. efecto que se bloqueó por el anticuerpo (Fig. 18>. 3
3
b> FSM: Los resultados de la administración de anticuerpo anti-
CRH sobre la secreción de FSH aparecen representados en la Fig. 19. La 3
inmovilización durante cuatro días consecutivos produjo una disminución
significativa CF1 37=6,21 pccO,05> de los niveles plasmáticos de esta hormona 3
tanto en los animales tratados con suero de conejo como con antisuero anti-
CRH. El tratamiento empleado no modificó la secreción basal de esta 3
gonadotrofina ni bloqueó su descenso en respuesta al estrás.
j
o> PAL: En la Fig. 20 está representado el efecto de la 3
administración aguda de anticuerpo anti-CRH a animales tanto controles como
inmovilizados durante 30 minutos. La inmunoneutralización de la CRH aumentó 3





estresar. El estrés agudo produjo un aumento significativo de 10s niveles 
plasmáticos de PRL (F,,,, - 44,867 p<O,Ol). Lainteracción estrés-tratamiento 
fue significativa (F,,z, - 4.82 p<O,O5). esto se debe a que el antiCUerp0 
aumenta la secreción de PRL en situación basal (p<O,Ol), y no en IOS 
estresados. 
Como podemos observar en la Fig. 21, el estrés crónico provocó 
una disminución significativa (F,,,, - 28.37 p < 0.01) de los nivele!; plasmáticos 
de esta hormona. Los animales a los que se administró 
intracerebroventricularmente anticuerpo anti-CRH presentaron una disminución 
de los niveles de PR1 tras el estrés de igual magnitud que la del grupo control. 
d) Corticosterona: El estrés agudo causó un aumento signifiCativ0 
(F ,,25 =23,5 p<O.Ol) en los niveles plasmáticos de corticosterona. La 
administración del antisuero redujo la secreción de corticosterona tanto en el 
grupo control como en el estresado IF,,,=4,82 p<O.O5) (Fig. 22). 
Como era de esperar el estrés crónico produjo un aumento 
significativo (F,,,,=40,479 p<O,Ol) de los niveles plasmáticos de 
corticosterona. La administración central del anticuerpo anti-CRH produjo una 
disminución significativa (F,,,, = 12.36 p<O,Ol) de los niveles plasmáticos 
basales de corticosterona. y existe interacción significativa (F,,3s = 8.43 
p < 0.01) estrés-tratamiento ya que a pesar de que el tratamiento modifica la 
secreción basal no bloquea la respuesta al estrés (Fig. 23). 
el Contenido hipotalámico de LHRH: En la Fig. 24 se muestra el 
contenido hipotalámico de LHRH tras cuatro días de estrés en los distintos 
grupos estudiados. El estrés crónico disminuyó significativamente (F,,,$ =4,94 
p<O.O5) el contenido hipotalámico de LHRH. Aunque ni la interacción estrés- 
tratamiento ni el tratamiento fueron significativos, el descenso por el estrés en 
el grupo de suero fue hasta un 47,5% y en el tratado con el antisuero 
descendió sólo hasta un 71%. 
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Figura 17: Niveles plasmáticos de LH en ratas tratadas con 
antisuero ant¡-CRH y sometidas a inmovilización durante 30 minutos. El 













Figura 78: Respuesta de la LH plasmática a la inmovilización 
crónica en ratas tratadas con anti-CXH. Existe interacción p < 0,07 entre 
los efectos del estrés y del antisuero. 
1 
0 0 p < R,Ol VS su respectivo grupo controj 
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Figura 19: Efecto de la administración de antisuero ant¡-CXH sobre 
la respuesta de FSH a la inmovi&ación crónica. El estrés disminuyó 












Figura 20: Niveles plasmáticos de PRL en ratas tratadas con
antisuero antAcRH y sometidas a inmovilización durante 30 minutos. El
estrés aumentó significativamentep <0,91 los niveles plasmáticos de
esta hormona, fa interacción entre el estrás y el tratamiento fue
significativa p < 0,05.
00 p <0,01 vs su respectivo grupo control
• * p <0,01 vs grupo solución salina control















Figura 21: Respuesta al estrás crónico de la PRL. plasmática tras
administración de antisuero anti-CRH a animales controles o
inmovilizados crónicamente. el estrás disminuyó significativamente















Figura 22: Niveles plasméticos de c~orticosterona en ratas tratadas
con anti-CRH en situación basal o tras 30 minutos de inmovifización. El
estrás aumentó significativamente p <9,01 los niveles de corticosterona














Figura 23: Efecto del tratamiento con anti-CRH en la respuesta de
corticosterona a la inmovilización crónica. El estrás aumentó
significativamente p c 0,07 los niveles de esta hormona, el tratamiento
disminuyó significativamente p <0,0.7 los niveles de la misma y existe
interacción entre los efectos del estrás y del antisuero. significativa
p<0,01.
OC p<O,O1 vs su respectivo grupo control
































Figura 24: Contenido hipotalémico de LHRH en ratas tratadas con
antisuero anti-CRH tanto controles como inmovilizadas crónicamente. El















Estrés y gonadotropinas 3
2.2.Efecta de la administración de naltrexona. 3
a> LII: El tratamiento con naltrexona durante los 4 días de estrés
consecutivos produjo en los animales un incremento significativo (F=,,426,3 3
pcO.0E> de los niveles circulantes de esta hormona. No existe interacción.
significativa entre el tratamiento utilizado y la inmovilización, puesto que eJ 3
estrás crónico indujo un descenso significativo CF1 42=13.94 p<0,Ol> en las
concentraciones séricas de LH tanto en el grupo de ratas tratadas con solución 3
salina como en el tratado con naltrexona (Fig. 25>.
Como podemos observar en la Fig. 26. a los 30 minutos de la
administración de morfina se produce un descenso de los niveles plasmáticos 3
de LH (t= 2,31 pcO,05>. El tratamiento con naltrexona durante los 4 días que
duró el estrás previno completamente el efecto de la morfina sobre la secreción
de LH, púesto que los animales tratados con naltrexona presentaron los mismos
valores plasmáticos de LII ya fueran inyectados con morfina o con solución
salina.
u
b> FSM: Al igual de lo que ocurrió con la LH. el tratamiento con
naltrexona durante 4 días aumentó los niveles plasmáticos de FSM CF,38 = 15.68 3
p<O,Ol>. La naltrexona no fue capaz de antagonizar el efecto inhibidor del
estrás crónico sobre la FSM puesto que se produjo un descenso de la misma 3
tanto en el grupo tratado con solución salina como en el tratado con naltrexona
(F,38=l3,75 p.C0,01) <Fig. 27). En la Fig. 28 se representa el efecto de la 3
inyección de morfina que no fue capaz de modificar las niveles plasmáticos de
FSH en el grupo de animales que recibió ~dlución salina durante cuatro días. 3
c> PAL: El análisis de los datos rebeló una interacción significativa
(FTSe = 2,97 p <0,09> debido a que el estrás disminuyó en el grupo tratado con
solución salina (p<0.01> y no en el de naltrexona. Igualmente la naltrexona





La inyección de morfina aumentó los niveles circulantes de PRL
(t= 2,84 pc 0,01) en las ratas no estresadas tratadas con solución salina
durante cuatro días. Al igual de lo que obsevamos con la LH, la administración
de naltrexona durante 4 días consecutivos previno completamente el efecto
estimulante de la morfina sobre los niveles plasmáticos de PRL (Fig. 30>.
dI Carticosterona: El análisis estadístico de los datos muestraque
existe una interacción estrás-tratamiento significativa (F,,40=3,57 p<O.06>
debida a que el estrás provocó un gran aumento (p< 0,01) de los niveles
plasmáticos de corticosterona en los dos grupos de animales estudiados
controles y tratados con naltrexona y el tratamiento con esta droga aumentó
significativamente (pcO,OS> las niveles plasmáticos de corticosterona en los
animales controles, sin modificar su respuesta al estrás (Fig. 31>.
e> Contenido hipotalámico de LHRI-l: Como se muestra en la Fig.
32. tanta el estrás como el tratamiento con naltrexona modificaron el contenido
hipotalámico de LHRH, existiendo una interacción significativa entre ambos
efectos CF = 1.36 = 11 ,59 pc 0,01>. Dicha interacción la podemos explicar porque
el estrás crónico indujo una disminución siginificativa <p<0,05) del contenido
hipotalémico de LHRH en los animales tratados con solución salina, mientras
que el grupo de animales estresados tratados con naltrexona presentan un























Figura 25: Niveles plasmáticos de LII tras la administración de
na/trexona a ratas controles o ¡amovillzadas durante 4 dÍas. El estrás
disminuyó significativamente los niveles de esta hormona p <0,01,






















Figura 26: Efecto de la administración de morfina sobre los niveles
plasméticos de LH en ratas tratadas previamente con naltrexona o
solución saUna. La morfina disminuyó significativamente p <0,05 los
niveles plasmáticos de LH, sólo en el grupo tratado con solución saUna.













Figura 27: Respuesta de la FSH plasmática a la inmovillzación
crónica intermitente durante cuatro días en animales tratados con
solución saUna o naltrexona. El estrás disminuyó significativamente los
niveles plasmáticos de esta hormona p < 0,01 y el tratamiento con
































Figura 28: Efecto de la administración de morfina sobre los niveles
plasmáticos de FSH en ratas tratadas previamente con naltrexona o
solución saUna. La morfina no modifica los niveles plasmáticos de FSH.
solución salina naltrexona
95








Figura 29: Efecto del tratamiento con naltrexona sobre la
respuesta de la PAL plasmática al estrás crónica. Existe interacción
significativa p <0,09 entre estrás-tratamiento.
OC p<Z 0.01 vs su respectivo grupo control
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Figura 30: Efecto de la administración de morfina sobre los niveles 
plasmáticos de PR1 en ratas tratadas previamente con naltrexona o 
solución salina. La morfina aumentó significativamente p < 0,Ol /os 
niveles plasmáticos de esta hormona únicamente en elgrupo tratado con 
solución salina. 
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solución salina naitrexona 
Figura 3 7: Respuesta al estrés crónico de los niveles plasmáticos 
de corticosterona en animales a los que se administró solución salina o 
naltrexona. El estrés aumentó significativamente p < 0,Ol los niveles 
plasmáticos de esta hormona y existe interaccidn significativa p < 0,OS 
entre los efectos del estrés y la naltrexona. 
0 0 p < 0,O 1 VS su respectivo grupo control 
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Figura 32: Contenido hipotalámico de LHRH tras la administración 
de solución salina o naltrexona a ratas controles o inmovilizadas 
crónicamente durante 4 días. Existe interacción significativa p <: 0,O 1 
entre los efectos del esrrés y la naltrexona. 
1 
0 p < 0,05 VS su respectivo grupo control 
l p < 0,05 VS grupo soíución salina control 
+ p < 0‘05 VS grupo solución salina estrés 
99 
Estr& y gonadotropinas 
2.3.Efecto de la CRH y de la naloxona sobre la secreción hipotalámica de LHRH 
in vitro. 
a) Secreción basal de LHRH en perifusiones de hipotálamo medio-basal. 
En la Fig. 33 está representada la secreción de LHRH en hipotálamo medio basal 
perifundido con Krebs Ringer bicarbonato. Se puede observar que tras 40 
minutos de perifusión se alcanza una secreción estable de aproximadamente 1,7 
pg/4min de LHRH, cantidad que se puede medir adecuadamente por nuestro 
método de radioinmunoanálisis, ya que la mínima cantidad detectable es 0,25 
pgi4 min. La estimulación con potasio durante 16 minutos induce un aumento 
marcado de la liberación de LHRH. al disminuir la concentración de potasio del 
medio de perifusión se vuelve a restablecer la tasa de secreción de LHRH 
anterior. 
La extracción del calcio y la adición de EDTA al medio de 
perifusión (Fig 33) disminuyó la secreción basal de LHRH (area bajo la curva 
12.8 k 0.66 versus 17,2 i 1,56 pgi40 min r s.e.m. t= 2,5 p<O,O5) y 
previno el aumento de la secreción de LHRH inducido por el potasio (área bajo 
la curva 10,7 k 2.06 versus 36,8 k 5 pgi32 min f s.e.m. t = 4,02 p< 0.01). 
b) Respuesta a la administración de CRH y naloxona. La administración 
de CRH de 10.’ M disminuyó la secreción basal de LHRH así como el aumento 
de la misma tras la estimulación con potasio. 
Como se puede observar en la Fig. 35, la adición de naloxona al 
medio de perifusión no modificó ni la secreción basal, ni la respuesta de LHRH 
al estímulo despolarizante del potasio. 
En la Fig. 36 se ha representado la liberación de los hipotálamos 
perifundidos con CRH + naloxona frente a los perifundidos con CRH. Como se 
puede observar tanto la liberación basal como la respuesta al potasio de ambos 
grupos experimentales es la misma. 
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En la Fig. 37 se han representado la pg de LHRH a lo largo de 40 
minutos de perifusión (fracciones 21-30 ambas inclusive) de liberación basal 
y de 32 minutos de estimulación con potasio (fracciones 31-38 ambas 
inclusive), en todos los grupos estudiados. La CRH disminuyó tanto la secreción 
basal (F,,,, = 6,15 p<O.O5), así como el aumento de la misma tras la 
estimulación con potasio ((F,,,. = 10,7 p<O,Ol). La naloxona no modifcó la 
secreción de LHRH, no existiendo interacción significativa entre los efectos de 
la CRH y la naloxona ni en la secreción basal ni en la respuesta de LHRH a la 
estimulación con potasio. 
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Figura 33: Liberación de LHRH basal y durante la estimulación con 
KCI en e/ hipotálamo-medio basal perifundido con Krebs-Ringer o en 
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Figura 34. Efecto de la CRH sobre la liberación basal de LHRH y 
su respuesta al KCL 56 mM. 
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Figura 35: Efecto de la naloxona sobre la liberación de LHRH, en 
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Figura 36: Liberación de LHRH en hipotálamos perifundidos con 
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Figura 37: Efecto de la CRH y/o naloxona sobre la liberación media 
de LHRH en situación basal o durante la estimulación con potasio. La 
CRH disminuyó significativamente tanto la liberación basal de LHRH 






1 .PAPEL DE LAS CATECOLAMINAS EN LA RESPUESTA AL ESTRES AGUDO.
1.1 .Gonadotropinas.
Los resultados obtenidos en nuestros experimentos corroboran
que el estrás agudo provoca un aumento significativo de los niveles plasmáticos
de LH. En trabajos previos se ha observado que el estrás agudo, producido por
diferentes modelos, produce un aumento significativo de los niveles plasmáticos
de gonadotropinas en ratas macho adultas (Briski, Quigley y Meites 1984;
Armario y cols 1986; Armario y cols 1987; López-Calderón y cols 1990>. Sin
embargo no se conocen los mecanismos por los cuales se produce esta
estimulación. Se han propuesto a las catecolaminas como posibles mediadores
en dicha respuesta, ya que su recambio hipotalámico parece estar aumentado
durante el estrás <Briski y Sylvester 1988>.
El contenido hipotalámico de noradrenalina disminuye, mientras
que su recambio aumenta durante las situaciones de estrás (Saavedra,
Kvetnansky y Copin 1979: Tanaka y cols 1982: Fuxe y cols 1983; Pacak y cols
1992). Sin embargo, los datos existentes en la bibliografía sobre la respuesta
de dopamina al estrás son menos homogéneos. Generalmente se observa que
el contenido hipotajámico de dopamina no se modifica mientras que su
recambio puede aumentar, disminuir o no alterarse tras distintos procedimientos
de estrás <Thierry y cols 1968; Corrodi y cols, 1971>.
El objetivo de medir las catecolaminas en nuestro trabajo fue
comprobar la eficacia de los tratamientos farmacológicos empleados. Como era
de esperar la inhibición de la tirosina hidroxilasa disminuye el contenido
hipotalámico de dopamina y de noradrenalina, mientras que la inhibición de la
dopamina fA-hidroxilasa únicamente disminuye el contenido de noradrenalina. No
encontramos ninguna modificación del contenido hipotalámico ni de
noradrenalina ni de dopamina en los animales estresados durante 30 minutos.
Estos resultados, sobre todo en lo referente a la noradrenalina, pueden resultar
contradictorios con lo mencionado anteriormente. Sin embargo, Tanaka y cols
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(1982> no observan un descenso en el contenido hipotalámico de noradrenalina 3
hasta que no transcurre al menos una hora de inmovilización, si bien, una vez
trascurridos 30 minutos observan un aumenta del MHPG-504 (metabolito 3
resultante de la degradación de noradrenalina>. Por otro lado, el hecho de que
no encontremos modificaciones en el contenido hipotalámico de noradrenalina 3
podría ser consecuencia del diferente tiempo de respuesta al estrás de las
distintas neuronas de noradrenalina en núcleos hipotalimicos específicos. póY 3
lo que al diseccionar todo el hipotálamo no observamos ningún cambio. En este
sentido Palkovits y cols (1975> observaron una disminución de la concentración 3
de norepinefrina en el núcleo arcuato pero no en otros núcleos hipotalémicos.
y puesto que este núcleo representa aproximadamente el 5% del total del 3
hipotálamo puede ocurrir que al medir el contenido de noradrenalina en todo él
no detectemos modificaciones. 3
Tanto la administración de DDC como de a-m-p-Tyr producen una 3disminución significativa de los niveles plasmáticos de LH en los animales sin
estresar, lo que sugiere que las catecolaminas tienen un papelactivador de la
-3secreción basal de LH, puesto que al bloquear su síntesis disminuyen también
los niveles plasmáticos de esta hormona. Asimismo el tratamiento con prazosín -
produce un descenso significativo de los niveles plasmáticos de LH. En vista de 3
estos resultados podemos interpretar que las catecolaminas, concretamentela
noradrenalina, parecen activar la secreción de LH. a través de receptores a~ 3
adrenérgicos. Atribuimos este efecto a la noradrenalina, puesto que de ser la
dopamina la responsable el tratamiento con DDC no debería haber producido 3
ninguna modificación en la secreción de LH. ya que dicho fármaco no altera los
niveles de dopamina y silos de noradrenalina. 3
Rettori y cols (1981> han observado una disminución de los 3
niveles plasmáticos de LH tras la administración de estas mismas drogas en
animales castrados 48 horas antes. Estos autores obtienen una respuesta mayor 3
al LHRH en el grupo tratado con DDC que en el grupo control, por lo que
sugierenqueladisminuciónenelcontenidoplasmáticodeLHesconsecuencia 3





resultados observados en los niveles plasmáticos de LH podríamos atribuirlos
a una alteración inducida a nivel hipotalámico. En este sentido nosotros hemos
valorado el contenido hipotalámico de LHRH y no hemos detectado ninguna
modificación del mismo, con ninguno de los dos tratamientos antes
mencionados. Estos resultados son compatibles con lo anteriormente expuesto,
ya que es posible que además de estar disminuida la liberación hipotalámica de
LHRH, como apuntaban Rettori y cols (1981>, también se esté produciendo una
disminución de su síntesis lo que ocasionaría que no encontremos
modificaciones significativas en el contenido hipotalámico de LHRH.
Existen bastantes datos en la bibliografía, muchos de ellos en
hembras, que muestran que la noradrenalina tiene un efecto activador de la
secreción basal de LH (Meites y Sonntag 1981; Ojeda, Negro-Vilar y McCann
1982; Gitzen y Ramirez 1988; Terasawa y cols 1988; Gearing y Terasawa
1991>. Gearing y Terasawa (1991) sugieren que existen diferencias de especie
en el tipo de receptor que media este efecto. Por ejemplo, en la mona son los
antagonistas a, y no los a2 o los IL los que suprimen la liberación de LHRH, lo
que sugiere que los efectos de la noradrenalina sobre la liberación de LHRH
están mediados por receptores a1. Por el contrario, Negro-Vilar (1982> ha
propuesto también los receptores 02 como mediadores de la regulación
catecolaminérgica de la liberación basal de LH en los roedores, aunque tanto
nuestros resultados como los de otros autores (Drouva, Laplante y Kordon
1982; Heaulme y Dray 1984> sugieren que existe una mediación a~ adrenérgica
en el control de la secreción basal de LH.
En nuestro trabajo la inhibición de la síntesis de catecolaminas
disminuye tanto los niveles basales como la respuesta de LH al estrés, al igual
que ocurre con el prazosin, mientras que la yohimbina bloquea la respuesta de
LH al estrás sin modificar sus niveles basales. Algunos autores han propuesto
que los receptores 02 adrenérgicos están situados presinápticamente inhibiendo
la liberación de noradrenalina (Langer 1981; Ueda, Goshima y Misu 1983;
L’Hereux y cols 1986; Abercrombie, Keller y Zigmorid 1988; Fernéndez-Galaz,
Herbison y Dyer 1993>, por lo que la activación de los receptores a, tendría el
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efecto opuesto que la de los a,. Nuestros resultados tras la administración de 3
prazosin o de yohimbina no se ajustan a este modelo de autorregulación, puesto
que no solo no tienen efectos antagónicos sino que tanto el bloqueo de los 3
receptores a, como de los a, antagoniza el aumento de la secreción de LH
inducida por el estrés agudo. 3
estrás hay Para explicar el efecto de la yohimbina en la respuesta de LH al 3
que tener en cuenta que se han descrito en el hipotálamo un gran
número de receptores a, adrenárgicos a nivel postsináptico, más numerosos
-3
incluso que a nivel presináptico (U’Prichard y cols. 1979). Durante el estrés se
produce un aumento en el recambio hipotalémico de noradrenalina que actuaría 3
a travésde dichos receptores sobre otros terminales nerviosas (serotoninérgicos
o colinérgicos, por ejemplo> controlando su liberación (Dubocovick 1984; Galzin
y cols 1984: Jackish, Weler y Hertting 1984>. Estos terminales serotoninárgicos 3
o colinárgicos actuarían a su vez sobre la neurona de LHRH modificando su
secreción. A este respecto se ha observado que la acetilcolina estimula la 3
liberación de LHRH en hipotálamo medio basal in vitro (Fiorindo y cols 1975),
y además parece que durante la inmovilización aumenta el turnover de este 3
neurotrasmisor al igual que la serotonina <Culman y cols 1980; Richardson
1984). 3
En cuanto a la otra gonadotropina. la FSM, nuestros resultados 3
muestran que los niveles plasmáticos de esta hormona no se modifican ni por
los 30 minutos de estrás ni por los distintos tratamientos farmacológicos. La 3
FSM se ha descrito como una hormona de menor respuesta a todos los
estímulos en general, que la LH. Ya Krulich y cols en 1974 describieron para 3
tres distintos modelos de estrás agudo, que los niveles de LH se elevaban antes
que los de FSM. A esterespecto, López-Calderón y cols (1990> observan que 3
los niveles plasmáticos de FSH aumentan lentamente, alcanzando significación
estadística este aumento a los 90 minutos de estrás por inmovilización. Estos 3
resultados son compatibles con la idea de que la secreción de LH y FSH está
regulada por un único factor hipotalámico yque el diferente patrón secretor de 3





FSH al LHRH. Como no se modificó la secreción de esta gonadotropina durante
el estrás agudo y el principal objetivo de esta primera parte del trabajo era
averiguar los mecanismos implicados en la respuesta hormonal al estrás agudo.
no hemos valorado los niveles de esta hormona en ninguno de los experimentos
de estrás agudo llevados a cabo posteriormente.
1.2. Prolactina.
Los resultados obtenidos muestran que la inmovilización durante
30 minutos produce un aumento significativo de los niveles de PRL. Son
muchos los trabajos que muestran que la respuesta endocrina al estrás agudo
no se limita a la activación del eje hipotálamo-hipófiso-adrenal, si no que implica
también otras hormonas adenohipofisarias, entre ellas la prolactina. Al igual que
se ha descrito para la LH. la secreción de prolactina aumenta tras distintas
situaciones de estrás, sobre todo tras la inmovilización, modelo de estrás que
estamos estudiando (Krulich y cols 1974; Collu, Taché y Ducharme 1979; Kant
y cols 1987; Armario y cols 1986).
El tratamiento con a-m-p-tyr aumenta la prolactina circulante,
resultado esperado, puesto que esta droga disminuye los niveles de la
dopamina, que es ampliamente reconocida como neurotrasmisor inhibidor de la
secreción de PRL (Een-.Jonathan 1985; Moore 1987; Neilí 1988>. Los animales
a los que administramos DDC, que presentaban unos niveles normales de
dopamina, pero disminuidos los de noradrenalina. tenían unos valores de PRL
significativamente inferiores a los controles inyectados con solución salina.
Estos mismos resultados han sido obtenidos por Smythe y cols (1985>, tras
administrar DDC y nos sugieren que la noradrenalina tiene un papel activador
de la liberación basal de PRL.
La administración de yohimbina aumenta los niveles basales de
PRL. La inyección de este antagonista 02 produce, tanto en ratas como en




efecto (Goid, Donabedian y Redmon 1979; Meltzer. Simonovic y Gudelsky 3
1983; Lien y cols 1986>. Estos datos acerca del papel de las neuronas
noradrenérgicas en la regulación basal de PRL son paradójicos. Según nuestros 3
resultados, por un lado la inhibición de la síntesis de noradrenalina inhibe la
liberación de PRL, mientras que el bloqueo de los receptores 02 adrenérgico& 3
aumenta la secreción basal de esta hormona, y el de los a1 la disminuye. Para
explicar estos datos aparentemente contradictorios hay que tener en cuenta que 3
existen receptores 02 presinápticos, que al ser bloqueados por la yohimbina
causan un aumento de la liberación de noradrenalina (L’Hereux y cols 1986; 3
Abercrombie, Keller y Zigmond 1988>, que a través de ‘los receptores a~
incrementa la secreción de PRL. En conclusión la noradrenalina jugaría un papel 3
activador de la secreción basal de PRL de acuerdo con los datos obtenidos por
otros autores (Donoso y cols 1971; Carr, Conway y Voogt 1977). 3
En cuanto al papel de las catecolaminas en la respuesta de 3
prolactina al estrás agudo, nuestros resultados sugieren que las catecolaminas
no parecen mediar el aumento de la secreción de PRL durante el estrás, ya que. 3
ni el bloqueo de la síntesis de estos neurotrasmisores, ni la administración de
ninguno de los antagonistas adrenérgicos fue capaz de bloquear la respuesta al
-3
estrás, a pesar de losgrandes cambios en los niveles plasmáticos basales de
esta hormona. Shin (1980> descartó igualmente la intervención de la dopamina, 3
al analizar su papel en el aumento de PRL tras la inhalación de éter, en la rata
macho adulta. 3
Otros autores han sugerido que el aumento de la secreción de PRL
durante la inmovilización está mediada por receptores B2-adrenérgicos puesto 3
que su bloqueo reduce los niveles plasmáticos de prolactina (Maanwinckel y cols
1991>. Sin embargo estos autores no analizan el efecto del bloqueo de los 3
receptores <~2 sobre la secreción basal de PRL. por lo cual no podemos saber si
se suprime el aumento de la secreción de PRL o al igual de lo que nosotros 3
observamos al administrar DDC se produce un descenso, tanto de la secreción
basal como durante el estrás, pero no se bloquea el incremento. En conclusión 3






estrás no se puede explicar en función del aumento del recambio de
catecolaminas que se produce durante esta situación.
Los responsables de la respuesta de prolactina al estrás agudo
podrían ser otros neurotrasmisores como los opioides. la histamina o la
serotonina, como han sugerido otros autores (Petraglia. Vale y Rivier 1987a;
Knigge. Matzen y Warberg 1 988; .Jorgensen, Knigge, Warber 1992>. Respecto
a este punto, Meyerhoff, Mougey y Kant (1987> observaron que se requiere la
presencia del núcleo paraventricular intacto para que se produzca un aumento
de los niveles plasmáticos de prolactina tras estrés por choques eléctricos. ¿Quá
factores suprimimos al lesionar el núcleo paraventricular responsables de esta
respuesta?. Por un lado el VIP. que también se ha demostrado que juega un
papel importante en otro tipo de estrás como es el áter CKaji y cols 1985>. Un
segundo mecanismo que podría causar la menor respuesta de prolactina es la
destrucción de las neuronas de TRH presentes en dicho núcleo (Brownstein.
Eskay y Palkovits 1982). Un tercer mecanismo posible es la atenuación de la
liberación de un factor estimulante, la Il-endorfina, que se produce tras la lesión
de este núcleo.
Además de los mencionados existe otro péptido, la oxitocina que
puede producir liberación de prolactina de células dispersas de hipófisis
(Samson, Lumpkin y McCann 1986) y cuya concentración aumenta tras estrés
por hemorragia (Plotsky, Bruhn y Vale 1985). .Jorgensen, Knigge y Warberg
(1992> observaron que al bloquear los distintos receptores de serotonina se
inhibe la respuesta de prolactina al estrás por inmovilización y por éter. A su
vez, la serotonina incrementa la concentración de VII’ en el sistema porta
hipofisario (Shimatsu y cols 1984>, pudiendo ser este factor el responsable en
último término del aumento de prolactina. Con estos resultados Jorgensen,
Knigge y Warberg (1992>, proponen que las neuronas serotoninérgicas, junto
con otros neurotrasmisores. mediarían en la liberación de prolactina en
respuesta al estrás. Por lo tanto distintos tipos de estrés pueden poner en






En todos los experimentos realizados, el estrás por inmovilización 3
provoca un aumento significativo de los niveles plasmáticos de corticosterona 3
lo que concuerda con los hallazgos de diversos autores <Tanaka y cols 1982a;
Armario y Castellanos 1984; Moldow y cols. 1987; Mauger y cols. 1988>. 3
Puesto que la administración tanto de a-m-p-tyr. como de DDC.
-3
produce en los animales no estresados un aumento significativo de los niveles
plasmáticos de corticosterona. podemos deducir que las catecolaminas inhiben 3la secreción de esta hormona, ya que al bloquear su síntesis aumentan sus
niveles plasmáticos. Por otro lado, de los antagonistas estudiados tan sólo la
yohimbina fue capaz de modificar la secreción de corticosterona. produciendo 3
un aumento significativo de la misma. Todos estos datos nos indican por tanto,
que la activación de los receptores 02 adrenérgicos disminuye la secreción de 3
corticosterona.
-3
La posibilidad de una acción directa de las catecolaminas
inhibiendo la secreción hipofisaria de ACTH fue descartada, puesto que la 3
administración sistémica de adrenalina y noradrenalina, que no atraviesan la
barrera hematoencefálica, no modifica la secreción de ACTH, mientras que la 3
L-Dopa que sí la atraviesa, produce modificación de los niveles de ACTH
(Rappapor 1976>. Además la incubación de adenohipófisis in vitro con 3
adrenalina y noradrenalina no afecta la secreción de ACTH (Ganong 1963;
Kraier y Morris 1976; Fischer y Moriarty 1977>. Asimismo, ninguna de las 3
catecolaminas es capaz de estimular la secreción de los páptidos derivados de
la proopiomelanocortina en cultivos de células dispersas del lóbulo anterior de 3
rata (Briaud y cols 1979; Vermes y cols 1980). Sin embargo, otros autores
(Pettibone y Mueller 1982; Heisler, Reisine y Axelrod 1983> utilizando también 3
cultivos celulares, observaron que la adrenalina y la noradrenalina estimulan
débilmente la secreción de estos péptidos . Estos distintos resultados podrían 3





adrenérgicos que se podría producir en ausencia de catecolaminas en el medio
de cultivo.
La acción de las catecolaminas a nivel hipotalémico está
ampliamente aceptada, si bien el papel preciso que éstas juegan a nivel central
controlando la secreción de CRH es muy controvertido. Existen evidencias
experimentales que indican tanto que pueden inhibir (Scapagnini y cols 1972;
Hillhouse, Surden y .Jones 1975: Suckingham y Hodges 1977; Ganong 1980;
Suda y cols 1987), como activar la secreción de CRH (Smythe, Bradshaw. y
Vining 1983; Tilders y cols 1985; Plotsky 1987; Tsagarakis y cols 1988),
dependiendo de la dosis, de la metodología y del diseño experimental
empleados.
Nuestros resultados coinciden con los de otros autores que tras
administrar DDC y o-m-p-tyr observan un aumento significativa de los niveles
plasmáticos de corticosterona (Scapagnini y cols 1970; Scapagnini y cols
1975: Smythe y cols. 1985>.
Guillaume y cols. (1987) tras administrar 6-OHDA <6-hidroxi-
dopamina>. droga que destruye los terminales noradrenárgicos. en la banda
noradrenérgica ventral observan una disminución de los niveles plasmáticos de
CRH en el sistema porta, resultados que interpretan como una evidencia directa
del efecto estimulador de las catecolaminas sobre la liberación de CRH. Sin
embargo Weindenfed y Feldman (1991> tras llevar a cabo la misma maniobra
experimental de administrar 6-OH-dopamina en la banda noradrenérgica ventral
no observan ninguna modificación ni en el contenido hipotalémico de CRH, ni
en los niveles plasmáticos de ACTH. Esta diferencia en los resultados podría
explicarse porque en el primer diseño de Guillaume y cols (1987) utilizan
animales anestesiados.
Liposits y cols (1986) han verificado inmunocitoquimicamente que
existe una conexión anatómica entre las neuronas adrenérgicas y las neuronas
que sintetizan CRM en el núcleo paraventricular. A pesar de que Spinedi y cols
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(1988> asignan a la adrenalina un papel activador de la secreción de CRHI
Mezey y cols (1984> observaron que la admininistración de inhibidores de la
PNMT. aumenta el número de neuronas inmunorreactivas a la CRH en el núcleo 3
paraventricular. Asimismo, Roth y cols (1981> encontraron un aumento de los
niveles plasmáticos de corticosterona tras la administración de inhibidores de -‘ 3
esta enzima, aumento que no se bloquea por la adrenomedulectomia,
descartando de esta forma que pudiera tratarse de un efecto periférico. Todos 3
estos datos indican por tanto un efecto inhibidor de la adrenalina sobre la
secreción de CRH. En nuestro diseño experimental no pudimos determinar los 3
niveles de adrenalina, por lo que no podemos descartar que el efecto inhibidor
que observamos no sea producido por una disminución de los niveles de 3
adrenalina, puesto que hemos administrado inhibidores de los primeros pasos
de la síntesis de este neurotrasmisor.
Si eran contradictorios y dispares los datos de la literatura en lo 3que al papel de las catecolaminas en la secreción de CRM se refiere, no lo son
menos los referentes al tipo de receptor que media dicho efecto. 3
Nuestros resultados sugieren que la activación de los receptores
02 disminuye la secreción de la corticosterona puesto que su bloqueo mediante 3
la administración de yohimbina aumenta la secreción de esta hormona mientras
que ni el prazosín ni el propranolol modificaron la secreción basal de 3
corticosterona. 3
Se ha elucidado la distribución de los distintos subtipos de
receptores utilizando una gran variedad de métodos experimentales como 3
autorradiografia, unión de radioligando, northern blot y técnicas
inmunocitoquimicas. Estos estudios revelan en general, que la densidad de 3
receptores en el núcleo paraventricular es como sigue a2 > a1 > ~ = % en la
rata adulta. Cummings y Seybold (1988>, demostraron la presencia de 3
receptores ~2 adrenérgicos en el pericarion de las células parvocelulares del
núcleo paraventricular de ratas adultas. Estos resultados constituyen una 3





control adrenérgico de la secreción de CRH.
Experimentos llevados a cabo in vitro por Suda y cols (1987)
indican en cambio que la noradrenalina inhibe la liberación de CRH
principalmente a través de un mecanismo IZ-adrenérgico, y parcialmente a través
de uno a-adrenérgico. Tsagarakis y cols (1988) también apuntan un mecanismo
13-adrenérgico. si bien, este grupo observa que la norepinefrina tiene un efecto
estimulante de la CRH.
En cuanto al efecto de los tratamientos empleados en el aumento
de corticosterona que tiene lugar durante el estrás, ninguno de los antagonistas
de los receptores adrenérgicos empleados en este estudio bloqueó la respuesta
de corticosterona al estrás, lo que apoya la interpretación anterior de los
resultados, es decir, las catecolaminas no parecen jugar un papel significativo
en la respuesta de corticosterona al estrás, puesto que de haberlo tenido alguno
de los antagonistas empleadoshubiera bloqueado el aumento de dicha hormona.
Estos mismos resultados han sido obtenidos por Murakami y cols (1989>, tras
administrar DDC. La yohimbina produce un aumento significativo de los niveles
plasmáticos de ACTH y corticosterona, si bien no observan una aumento de
estas hormonas tras someter a los animales a estrés. Esta diferencia en la
respuesta al estrés se puede deber a que el modelo de estrás utilizado en este
trabajo es la exposición al éter, por lo que los cambios neuroendocrinos que se





2.- PAPEL DE LA CRH Y LOS OPIOIDES ENDOGENOS EN LA RESPUESTA AL 3
ESTRES CRÓNICO.
3
2.1. Efecto de la administración intracerebraventricular de un antisuera ant¡- 3
CRH.
Antes de discutir la respuesta hormonal a la administración 3
crónica intracerebroventricular (i.c.v) del anticuerpo de CRH vamos a comentar 3
el efecto de dicho anticuerpo en la primera toma de sangre que realizamos a los
30 minutos de inmovilizar a los animales el primer dia de estrás. Pudimos 3
comprobar que el tratamiento había sido efectivo, ya que modificó los niveles
basales de LH y disminuyó la respuesta al estrás de prolactina y corticosterona 3
aunque no llegó a bloquearía.
Lo primero que nos llama la atención en estas tomas de sangre 3
llevadas a cabo a los 30 minutos de comenzar el estrés, es que los niveles 3plasmáticos de LH no están significativamente aumentados com&consecuencia
de la inmovilización aguda, efecto que habíamos observado en los apartados
anteriores dedicados al estrás agudo donde el periodo de estrás empleado fue 3
precisamente 30 minutos. Este hecho se puede deber a varios factores: la
distinta raza de los animales empleados, Wistar frente a Sprague-Dawley 3
utilizados en este experimento. Sin embargo otros autores también observan un
aumento de la secreción de LH tras estrás agudo en las ratas Sprague Dawley 3
(Armario y cols 1987). La manipulación previa a que son sometidos las ratas,
entendiendo por ésto la inyección intracerebroventricular y el sangrado, a pesar 3
de que como ya se ha descrito en los diseños experimentales, la conexión del
catéter se realizó una hora antes de la extracción de la muestra de sangre, con 3
el fin de minimizar el efecto estresante que supone la manipulación de los
animales. A este respecto Neilí <1972>, describió una disminución en los niveles 3
plasmáticos de LH en ratas hembras canuladas, si bien la duración del pico
ovulatorio era similar en los animales cateterizados y en los decapitados. y por 3






las cánulas unos a otros, alojamos a cada animal individualmente en jaulas
separadas. Aunque este periodo de aislamiento no se ha descrito como
suficiente para alterar el tamaño adrenal o para producir involución del timo
(Klein y cols 1992> podría ser la causa de que los niveles de corticosterona sean
significativamente más altos de los esperados encontrar durante la mañana. La
PRL en cambio, a pesar de ser una hormona muy sensible a cualquier tipo de
estrás, no presenta modificaciones en la toma de sangre de la mañana frente
a la llevada a cabo por la tarde.
Corticosterana. Aunque en este experimento no pretendíamos
modificar la liberación de CRH a nivel de la eminencia media, observamos un
descenso tanto de los niveles basales de corticosterona como de su incremento
durante los primeros 30 minutos de estrás, tras la administración del anticuerpo
anti-CRH. Igualmente los niveles basales de corticosterona también eran
menores en los animales tratados con el antisuero de manera crónica, por lo que
parte del anticuerpo administrado debió atravesar la barrera hematoencefélica
y actuar a nivel de la eminencia media o en la adenohipáfisis. produciendo
consecuentemente una disminución de ACTM. ya que éste es el efecto
observado por otros autores tras administrar un antisuero anti-CRH intravenoso,
forma de administración que sí garantiza que se actué sobre las terminales
CRHérgicas de la eminencia media (Kjoer y cols 1992; Bagdy, Chrousos y
Calogero 1991>.
A pesar de que como hemos mencionado los valores de
corticosterona alcanzan incluso los niveles de estrás en la muestra de la
mañana, la inmovilización durante 30 minutos incrementó los valores de esta
hormona sobre los basales ya elevados. Estos resultados no son sorprendentes
ya que se ha descrito un aumento en la respuesta de corticosterona y de ACTH
a un segundo estrás (García-Márquez y Armario 1987> como por ejemplo, un
aumento de la secreción de corticosterona durante la exposición aguda al éter
en los animales que previamente habían sido inmovilizados de manera crónica
<Sakellaris y Vermikos-Danellis 1975). Por otro lado la administración i.c.v. del
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anticuerpo no atenúa la respuesta de corticosterona a la inmovilización crónica. 3
Estos resultados pueden ser consecuencia de que el incremento de
corticosterona que se produce como consecuencia del estrás puede estar 3
controlado, además de por la CRM, por otros péptidos hipotalámicos como la
vasopresina. la colecistocinina u otros (Rivier y Vale 1983; Linton y cols 1985;
-3
Kjoer y cols 1992) y la oxitocina (Lang y cols 1983; Gibbs 1986). Whitnall en
1989 observó que tras la inmovilización se produce una deplección de las 3
vesículas secretoras de AVPICRH en la zona externa de la eminencia media, lo
que apoya fuertemente un papel de la AVP como mediador de la respuesta de u
ACTH al estrás. Asimismo, a nivel celular, la inmovilización repetida produce un
incremento de las reservas de AVP colocalizadas con CRH en las neuronas de
la eminencia media (De Goeij y cols 1991> y un aumento del m-RNA de 3
vasopresina en el núcleo paraventricular (Eartanusz y cols 1993>. Por tanto, la
administración i.c.v. de anti-CRH no fue capaz de bloquear la respuesta de 3
corticosterona a la inmovilización crónica, lo que indica que la respuesta de esta
hormona al estrás es consecuencia de la estimulación de distintos factores, 3
además de la CRH.
-3
Ganadotropinas. La inmunoneutralización de la CRH central 3
produjo un aumento significativo de los niveles plasmáticos de LH a los 90
minutos de su administración. Estos resultados coinciden con los existentes en 3
la literatura pues ya se ha sugerido desde hace tiempo que la CRH podría inhibir
la secreción de LH actuando a nivel hipotalámico disminuyendo la liberación de 3
LMRH (Ono y cols 1984; Rivier y Vale 1 985a; Gambacciani, Nikolarakis y cols
1986; Yen y Rasmussen 1986; Petraglia y cols 1987>, y nosotros mismos lo 3
hemos podido comprobar en los hipotálamos perifundidos “in vitro”. 3
Cuando la administración del antisuero anti-CRM se lleva a cabo
durante 4 días y la extracción de sangre se hace por decapitación. 7 horas 3
después de la última inyección del anticuerpo, no se modifican los niveles
plasmáticos basales de LH. Esto podría llevarnos a pensar que la 3





receptores de la CRH a la hormona que permaneciera sin neutralizar. Esta
hipótesis puede plantearnos la duda de que el efecto bloqueante de la respuesta
de las gonadotropinas al estrás que hemos atribuido a la CRH sea entonces
consecuencia de la pauta de administración empleada. Esta objeción queda
descartada si tenemos en cuenta los resultados que hemos obtenido en los
niveles plasmáticos de corticosterona, con esta hormona observamos el efecto
contrario al descrito para la LH. La admistración del antisuero durante cuatro
días produce una disminución significativa de los niveles plasmáticos de
corticosterona en situación basal, lo cual indica que no se produce ningún
proceso de “adaptación” a la administración repetida del anticuerpo.
En cuanto a la respuesta de LH al estrás crónico que era el objeto
de este experimento, los resultados obtenidos muestran, primero que la
inmovilización crónica produce un descenso significativo de los niveles
plasmáticos de LH, ya descrito por otros autores (Du Ruisseau y cols 1979;
Briski, Ouigley y Meites 1984: López-Calderón y cols 1987> y segundo, que el
anticuerpo anti-CRH previene la disminución de los niveles plasmáticos de LH
inducida por el estrás crónico.
La inmovilización crónica disminuye los niveles plasmáticos de
FSM. Sin embargo la administración del anticuerpo anti-CRH no fué capaz de
prevenir el descenso de esta hormona, como ocurre con la LH. No obstante, en
los animales tratados con el antisuero, el descenso de los niveles plasmáticos
de FSH es menor que el de los animales tratados con suero de conejo normal,
si bien esta diferencia no fue significativa.
El contenido hipotalémico de LHRM se reduce en las animales
estresados crónicamente. Esta disminución en el contenido parece ser
secundaria a una inhibición de la síntesis y secreción de LMRH (López-Calderón
y cols 1990>. La inmunoneutralización de la CRH atenúe la disminución del
contenido de LHRH.




responsables de la inhibición de la función reproductora que se produce como 3
consecuencia del estrás crónico. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Rivier y Vale (1986) tras administrar i.c.v. un antagonista de la CRH en ‘3
machos castrados utilizando como modelo de estrés agudo los choques
eléctricos. Sin embargo estos mismos autores posteriormente han observado ‘3
que la destrucción del núcleo paraventricular atenúa la respuesta de ACTM y
corticosterona plasmáticas al estrás crónico, pero no modifica el descenso de
‘3
los niveles plasmáticos de LH <Rivest y Rivier 1991). Parlo que concluyen que
el descenso de los niveles de LM durante el estrás se encuentra mediado por
-3
neuronas CRHérgicas localizadas fuera del núcleo paraventricular.
‘3
Prolactina. La respuesta de PRL al estrás al igual que ocurre con 3las gonadotropinas es bifásica, períodos cortos de estrás provocan una
estimulación de PRL (Krulich y cols 1974: Ducharme y cols 1982) mientras que
el estrás crónico disminuye la concentración plasmática de esta hormona (Reigle 3
y Meites 1976; Taché y cols 1976>
Al contrario de lo que ocurre con la corticosterona, los niveles
plasmáticos basales de PRL son similares en el experimento agudo que en el ‘3
crónico. Datos no publicados de nuestro grupo, obtenidos en animales
canulados, muestran que como consecuencia de la conexión de la cánula se 3
produce un aumento de PRL y de corticosterona. Dicho aumento de PRL es
rápido y vuelve a los niveles basales aproximadamente a los 30 minutos, 3
mientras que el de corticosterona se mantiene más tiempo, aproximadamente
120 minutos, si bien era de menor magnitud. Igual ocurre durante el estrás ‘3
(López-Calderón y cols 1989), el aumento de PRL es de mayor magnitud pero
de menor duración, de manera que a los 90 minutos de inmovilización se vuelve 3
a los niveles basales. La corticosterona en cambio, aumenta de manera menos
pronunciada. pero dicho incremento se mantiene durante un período de tiempo ‘3
más largo.





anti-CRH aumenta los niveles plasmáticos de PRL en los animales sin estresar,
aunque disminuye su incremento durante el estrás agudo, sin llegar a bloquear
la respuesta al estrás.
Dado que los glucocorticoides inhiben la secreción basal de PRL
(López-Calderón. Esquifino y Tresguerres 1984; Oosteron y cols 1985; Briski
y Silvester 1992), así como el incremento de esta hormona en respuesta al
estrás agudo (Euker y cols 1975; Rossier y cols 1980), podríamos explicar el
efecto estimulante de la administración del antisuero sobre los valores basales
de prolactina. Sin embargo, Vale y Rivier (1985> observan que la administración
de CRH disminuye la secreción de PRL tanto en ratas adrenalectomizadas como
intactas, por lo que el efecto inhibidor de la CRH sobre la secreción de PRL
podría ser independiente de los glucocorticoides adrenales.
En cuanto a la respuesta al estrás de la PRL. Petraglia, Vale y
Rivier (1 987a) obtuvieron un resultado similar, pero al antagonizar la B-endorfina
y la dinorfina A en lugar de la CRM. Puesto que la CRH estimula la liberación de
13-endorfina y Met-Enk (Nikolarakis y cols 1988), la administración de anti-CRI-l,
disminuiría la liberación de estos péptidos opioides endógenos, por lo que
observamos los mismos resultados obtenidos por Petraglia, Vale y Rivier
(1 987a>, ya que, indirectamente modularíamos la concentración hipotalámica
de estos péptidos opioides.
La situación es diferente durante el estrás crónico. Los resultados
obtenidos por López-Calderón y cols en 1989 indican claramente que el efecto
inhibidor de la inmovilización crónica sobre la secreción de PRL es debido a la
hipersecreción de glucocorticoides consecuencia del estrás, puesto que la
adrenalectomía y no la adrenamedulectomía bloquea la respuesta de esta
hormona al estrás. ¿Qué ocurre tras la administración de anti-CRH?. tras la
inmunoneutralización de dicha hormona no se modifica la respuesta de PRL al
estrás crónico. Estos resultados no estén en contradicción con los resultados




no bloquea la respuesta de corticosterona. Por tanto, estos datos serían una 3
evidencia a favor de que la inhibición de PRL que se produce tras la
inmovilización crónica es consecuencia del incremento de corticosterona e 3
independiente de la CRM hipotalámica.
Lo que no resulta tan claro de esta acción es el lugar de actuación ‘3
de los glucocorticoides inhibiendo la secreción de prolactina. Se han identificado 3
receptores para los glucocorticoides tanto en la hipófisis (DeKloet, Wallach y
McEwen 1975), como en distintos lugares del cerebro (Birmingham, Stumpf y 3
Sar 1984: Reul y DeKloet 1985>. Los resultados obtenidos in vitro sugieren que
pueden actuar a nivel hipofisario (Leung y cols 1980; Rotsztejn y cols 1980; ‘3
Rotsztejn y cols 1981). En cambio Briski y Sylvester (1992> observan que la
administración intracerebroventricular de un glucocortidoide sintético produce 3
una disminución significativa de la liberación hipofisaria de prolactina. Sugieren
por ello que los glucocorticoides modulan la secreción lactotropa a través de un
mecanismo inhibidor que se inicia en el cerebro.
3
2.2. Efecto de la naltrexona en la respuesta de gonadotropinas al estrés crónica.
Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la disminución de
la secreción de gonadotropinas que se produce como consecuencia del estrás 3
crónico se debe a la hipersecreción hipotalémica de CRH y no a la activación de
la secreción de glucocorticoides adrenales. 3
Algunos autores sugieren que los opioides endógenos modulan la 3
inhibición de la función reproductora inducida por el estrás. Se ha descrito que
los opiáceos inhiben la secreción de gonadotropinas (Kalra y Kalra 1983> y sus 3
antagonistas revierten la disminución de LH consecuencia de la aplicación de
distintos tipos de estrás agudo <Petraglia. Vale y Rivier 1986: Briski y Sylvester 3
1988; O’Byrne, Lunn y Dixon 1989; Norman y Smith 1992). Según esta
hipótesis el aumento de la secreción hipotalámica de la CRH produciría un 3






los que inhibirían la secreción hipotalámica de LHRH y secundariamente la de
LH <Petraglia, Vale y Rivier 1986; Almeida, Nikolarakis y Merz, 1988>. Para
comprobar si el efecto inhibidor de la CRH sobre la LHRH es ejercido de forma
directa a mediado por la liberación de opioides endógenos administramos
naltrexona a animales tanto controles como estresados. Si el efecto inhibidor
del estrás sobre la LMRM está mediado por opiáceos, al administrar un
antagonista de los receptores opiáceos bloquearíamos la disminución de LH tras
el estrás.
La inmovilización durante cuatro días produce una disminución de
los niveles plasmáticos de LM y FSH, así como del contenido hipotalámico de
LMRH como ya hablamos descrito en el experimento anterior. Esto confirma que
la disminución de los niveles plasmáticos de gonadotropinas va acompañado de
una disminución del contenido hipotafámico de LHRH, asociada con un aumento
de la respuesta hipofisaria a la estimulación con LHRH exógena (Du Ruisseau
y cols 1979: López-Calderón y cols 1990). que refleja una inhibición de la
síntesis de esta hormona hipotalámica. Nuestros resultados muestran que la
naltrexona no revierte la disminución de los niveles plasmáticos de LM y FSM
que se produce como consecuencia del estrás. La pauta de administración diaria
podría hacernos dudar de la efectividad del tratamiento empleado ya que la
inyección continuada de un antagonista opiáceo puede inducir tolerancia
(Gabriel y Simpkins 1983>. Para descartar esta posibilidad inyectamos morfina
a animales tratados con salino o con naltrexona siguiendo la pauta de
administración descrita. El tratamiento con naltrexona revierte el efecto inhibidor
de la morfina sobre la LH y así como el aumento de la secreción de PRL, lo cual
nos da la seguridad de que este tratamiento con naltrexona ha sido efectivo y
podemos descartar posibles efectos de tolerancia a los opiáceos. Además, dicho
tratamiento con naltrexona indujo, al contrario que la morfina, un aumento de
la LH y FSM plasmáticas y una disminución de la secreción de PRL. lo cual
apoya la idea de que los opicides endógenos inhiben tónicamente la secreción
de gonadotropinas y estimulan la de PRL. Sin embargo durante el estráscrónico
los opioides endógenos no parecen jugar un papel importante, ya que la
disminución de los niveles plasmáticos de LH y FSH. consecuencia de la
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inmovilización, fue similar en el grupo tratado con naltrexona y en el tratado con ‘3
solución salina.
Esta conclusión parece estar en contradicción con la propuesta ‘3
por Briski, Quigley y Meites (1984>. Este grupo propone que los opiáceos ‘3
endógenos están implicados en la disminución de LH inducida por el estrás
crónico. basándose en que el tratamiento con naltrexona tiene un efecto
‘3
estimulador de los niveles circulantes de LH en animales sometidos a ayuno o
a estrás quirúrgico. Sin embargo, dicho trabajo no tuvieron en cuenta el efecto
‘3
de la naltrexona por sí sola y como muestran nuestros propios resultados y los
de la literatura (Sylvester, Cheng y Meites 1980; Bhanot y Wilkinson 1984> la 3
administración de antagonistas opiáceos activa la liberación de LH y FSM en
ratas macho intactas. ‘3
El tratamiento con naltrexona empleado produjo un aumento del
contenido hipotalámico de LHRH junto con un aumento en los niveles 3
circulantes de LH y FSM, lo que nos sugiere que la naltrexona activa la síntesis
y liberación hipotalámica de LHRH. En resumen, tanto el estrás como la ‘3
naltrexona afectan a la secreción de gonadotropinas actuando a nivel central
(Kalra 1981b; Rasmuseen y cols 1983; O’Eyrne, Lunn y Dixon 19881, pero ‘3
nuestros resultados indican que el estrás crónico y la naltrexona modulan la
neurona LMRHérgica a través de distintos caminos. Sin embargo la naltrexona 3
tiene mayor afinidad por los receptores t/ y e y se necesitan grandes dosis de
esta droga para antagonizar los receptores 6 y K, por lo que no podemos excluir ‘3
la posibilidad de que el efecto del estrás crónico sobre el eje gonadal pueda
estar mediado por este tipo de receptores opiáceos. ‘3
En cualquier caso, si los péptidos opioides endógenos actúan 3
centralmente inhibiendo la secreción hipotalámica de LHRH, parece lógico
esperar que durante el estrás crónico aumente el contenido hipotalámico de los ‘3
péptidos derivados de la POMC (proopiomelanocortina>. En este sentido, los
datos sobre el efecto del estrás en los niveles hipotalémicos de IL-endorfina son 3





depleción rápida del contenido hipotalámico de Il-endorfina (Millan y cols 1981>.
mientras que ni la inmovilización aguda (Maggi y cols 1988> ni la aplicación
prolongada de choque eléctricos (Przewlocki y cols 1987> modifican los niveles
de este neurotrasmisor. López-Calderón. Ariznavarreta y Chen (1991> no
observaron ninguna modificación ni en el contenido hipotalámico de IL-endorfina
ni en los niveles de ARNm de la POMC durante la inmovilización crónica, lo cual
es una evidencia más a favor de que los péptidos opioides no jueguen un papel
importante en la respuesta neuroendocrina al estrás crónica.
En cuanto a la PRL los resultados obtenidos indican que la
naltrexona produce una disminución de los niveles plasmáticos basales de esta
hormona, mientras que la morfina los aumenta, es decir, los opiáceos
endógenos tienen un efecto estimulante de la secreción de PRL. Estos efectos
de la morfina y la naltrexona han sido ampliamente descritos por otros autores
y parecen estar mediados por receptoresp y k (Van vught y cols 1981: Delitala,
Grossman y Besser 1983; Leaden y Yagenova 1987; Pfeiffer y cols 1987).
Como ya habíamos observado, el estrás crónica produjo una disminución
significativa de los niveles plasmáticos de PRL. Los animales tratados con
naltrexona y estresados no presentaron modificaciones en los niveles de PRL
con respecto a su grupo control. Con estos resultados no podemos concluir que
la naltrexona bloquee la respuesta de PRL al estrás crónico pues aunque si es
cierto que no disminuye los niveles de esta hormona con respecto a su grupo
control, también es cierto que el tratamiento por si solo disminuye los niveles
de esta hormona a unos valores de estrás.
Con respecto al efecto de la naltrexona sobre la secreción de
corticosterona los resultados obtenidos sugieren que los opiáceos endógenos
tienen un efecto inhibidor sobre la secreción de este esteroide, al igual de lo que
observaron otros grupos (Tolis, Hickey y Guyda 1975; Rittmaster y cols 1985;
Grossman y cols 1986; Allolio y cols 1987; Grossman 1988). Este efecto
parece ejercerse a nivel hipotalámico puesto que Buckingam (1986) observó que
dosis pequeñas de IZ-endorfina estimulaban la secreción de CRM en hipotálamo





hormona hipotalámica. La respuesta de corticosterona al estrás no se bloqueó ‘3
tras la dosis de naltrexona administrada. Este resultado nos puede indicar que
los péptidos opiáceos no intervienen en la respuesta de esta hormona al estrás ‘3
crónico, asimismo podría indicar que durante el estrás crónica no aumenta la
liberación de los opioides endógenos, o que si aumenta, no lo hace en la ‘3
concentración. adecuada para afectar al eje hipotálamo-hipófiso-adrenal
(Grossman y cols 1986). En cualquier caso el efecto que producirían sería una - ‘3
disminución de dicha respuesta, de ahíque se les haya implicado en la inhibición




2.S. Efecto de la CRH vio naloxona sobre la secreción hipotalámica de LMRM in
vitro.
Para corroborar los resultados obtenidos in vivo pusimos a punto 3
una técnica de perifusión in vitro. Estudiamos el efecto de la administración de
un antagonista opiáceo. la naloxona así como la CRH con el objeto de ‘3
comprobar si el efecto inhibidor de la CRH sobre la secreción hipotalámica de
LHRH podría realizarse independientemente de la activación de una vía opioide. ‘3
Ninguna de las sustancias probadas (naloxona. CRH. EDIA, ni el ‘3
propio Krebs-Ringer> interfieren en el RíA de LMRM. La linearidad obtenida al
poner distintas alícuotas de un hipotálamo y del medio tras estimulación con KCI ‘3
56 mM. muestran que no existe interferencia de los distintos medios usados,
y que además, hay una buena correlación entre la cantidad de muestra incluida 3
en el RíA y la cantidad detectada en el mismo. 3
La tasa de liberación basal de LMRM obtenida en las perifusiones
es semejante a la obtenida por Nikolarakis y cols (1 986a y 1 986b> que obtienen 3
una liberación media de 0.3 pglmin, o a la obtenida en nuestro laboratorio en






Para validar nuestro sistema de perifusión in vitro llevamos a cabo
perifusianes en las que eliminamos el calcio del medio y quelamos el calcio
intracelular con EDTA 1 mM. La eliminación de este ión provoca una disminución
de la liberación de LHRH y bloquea la respuesta a la estimulación con KCI 56
mM. Se ha descrito un papel fundamental del calcio en los procesos de
exocitosis in vitro para una gran variedad de neuropéptidos (Drouva. Epelbaum
y Kordon 1982> y neurotransmisores (Rubin 1970>. Nuestros resultados están
de acuerdo con los obtenidos por Lengyel y cols (1984> que obtienen una
disminución en la liberación, basal o tras la estimulación con potasio, de LHRH
al incubar el tejido en medio libre de calcio.
Le administración de CRH a hipotálamos perifundidos disminuyó
tanto la liberación basal de LMRM como la respuesta al potasio. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por otros autores en hipotálamos perifundidos,
en los que la CRH inhibe la secreción de LHRH, mientras que un antagonista de
la CRH la aumenta (Gambacciani y cols 1986. N¡kolarakis y cols 1 986a y
1988>.
El efecto inhibidor de la CAN sobre la secreción hipotalámica de
LMRH in vitro corrobora los resultados obtenidos in vivo al administrar CRH. En
animales adrenalectomizados, la inyección de CRH en el tercer ventrículo
disminuye los niveles plasmáticos de LM, mientras que la administración
intravenosa de CRM no modifica la secreción de LH (Ono y cols 1984> lo cual
indica que el efecto inhibidor de la CAH sobre la secreción de gonadotropinas
se realiza a nivel central. Posteriormente Petraglia y cols <1987> comprobaron
que la administración central de CRH produce una disminución de los niveles de
LMRM en el plasma portal.
Una vez verificado el efecto inhibidor de la CRH sobre la secreción
hipotalámica de LHRH, administramos un antagonista opiáceo, la naloxona a
una dosis equimolecular de la empleada de CAN. Los hipotálamos perifundidos
con naloxona presentan una secreción basal y en respuesta al potasio igual a
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los hipotálamos controles. El hecho de no obtener ninguna modificación de la 3secreción se puede deber a la dosis de naloxona empleada. Leadem y cols
(1985) y Rasmussen y cols (1988> demostraron que la concentración mínima 3de naloxona necesaria para estimular la liberación de LHRH. en el complejo
hipotálamo medio basal y área preóptica es de 1 mg/ml. Sin embargo, in vivo 3se puede conseguir un aumento significativo de la secreción de LH con dosis
mucho más bajas de naloxona (Kalra y Kalra 1983b>. Según Leadem y cols
‘3(1985) la diferente eficacia de la naloxona para bloquear los receptores
opiáceos, in vivo que in vitro podría deberse a que cuando se administra in vitro
existe una mayor dificultad para difundirse pasivamente al interior del tejido. Sin ‘3
embargo nos parece más probable la hipótesis de que los péptidos opioides
actúen en vías localizadas fuera del hipotálamo medio basal. ‘3
Por tanto, nuestros resultados muestran que el efecto inhibidor 3
de la CRH sobre la secreción de LHRH no se puede antagonizar por naloxona ya
que los hipotálamos perifundidos a la vez con CRH y naloxona presentaron una ‘3
liberación igual a la de los hipotálamos perifundidos sólo con CRH.
‘3
Los datos de la bibliografía sobre este tema son dispares. Existen
evidencias tanto a favor, como en contra de una mediación de los opiáceos en 3
la inhibición de la LMRM por la CRH.
‘3
Sirinathsinghji y cols (1983> han sugerido que los opiáceos
endógenos podrían mediar la acción de la CRH sobre la LHRM. Se han localizado ‘3
terminales axónicas con CRM y B-endorfina en las mismas áreas del hipotálamo
medio basal y de la eminencia media (Swanson y cols 1983>. Por lo que la CRH ‘3
podría estimular la síntesis y secreción de la proopiomelanocortina en el
hipotálamo del mismo modo que lo hace en la adenohipófisis (Gagner y Drouin 3
1985>.
La microinfusión de CRH en el área arcuato-ventromedial del ‘3
hipotálamo, inhibe el comportamiento de lordosis en la rata, efecto que depende 3





(Sirinthsinghji y cols 1983).
La infusión de naloxona revierte el efecto inhibidor de la CRH
sobre los niveles plasmáticos de gonadotropinas, en los primates <Gindoff y
Ferin 1987b; Barbarino y cols 1989). En la rata castrada, la administración de
antisuero anti-l3-endorfina reduce el efecto inhibidor de la CRH. administrada por
vía intracerebroventricular, sobre la secreción de LH (Petraglia y cols 1987>. No
obstante, en estos últimos trabajos no analizan el efecto del bloqueo opiáceo
ya que por si solo induce un aumento de la secreción de LH.
Sin embargo Rivier y Vale (1984> observaron que la
administración de naltrexona o de dexametasona. en dosis que inhibían el
aumento de B-endorfina, no era capaz de modificar el efecto inhibidor de la CRH
en ratas orquidectomizadas. Igualmente Almeida y cols (1988> no consiguieron
antagonizar el efecto de la CRH en ratas macho castradas, por lo que concluyen
que al menos parte de las acciones de la CRH sobre la LHRH no se realizan por
mediación opiácea.
No se conoce muy bien el efecto de la CRH sobre la secreción
hipotalámica de B-endorfina. Mediante inmunohistoquimica se han localizado
terminales axónicas con CRH y B-endorfina en las mismas áreas del hipotálamo
medio basal y de la eminencia media (Swanson y cols 1983). Varios autores
han observado un efecto estimulante de la CRH sobre la secreción hipotalámica
de 13-endorfina (Nikolarakis y cols 1986a y 198Gb; Kapcala y cols 1992). Sin
embargo no se ha podido encontrar un efecto estimulante de la CRH sobre la
Il-endorfina hipotalámica en fragmentos de hipotálamo o cultivos de
hipotálamos fetales (Sweep y Wiegat 1989>. Incluso en los trabajos en los que
se encuentra un efecto estimulante de la CRH sobre la B-endorfina hipotalámica.
dicho efecto es transitorio y no se mantiene más de 45 minutos (Nikolarakis y
cols 1 98Gb>. Además también se ha descrito que la exposición prolongada a la
CRH disminuye la expresión del gen de la POMC en cultivos de neuronas
hipotalámicas fetales (Mereault y Barden 1991>. Estos resultados parecen
indicar que la regulación de las neuronas del núcleo arcuato del hipotálamo que
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sintetizan POMC es distinta a la de las células corticotropas hipofisarias, puesto 3
que en este caso ni la CRH ni el estrés cuando se aplican de manera crónica
aumentan la síntesis y secreción de los péptidos derivados de la POMC. al 3
contrario de lo que ocurre en la hipófisis anterior. La secreción hipotalámica de
los péptidos derivados de la POMC parecen depender fundamentalmente de los 3
esteroides sexuales y de la dopamina (Wilcox y Roberts 1985; Vermes. Tilders
y Stoof 1985; Chowen-Breed y cols 1989>. ‘3
Desde hace bastante tiempo se conocen las acciones inhibidoras 3de los opiáceos endógenos sobre la secreción de gonadotropinas y parecen
efectuarse a nivel hipotalámico inhibiendo la secreción de LMRH. Sin embargo, 3
cuando se han estudiado dichas acciones en el hipotálamo in vitro, los
resultados obtenidos por los distintos autores no son del todo claros. La 3
naloxona no tiene siempre un efecto estimulante sobre la secreción de LHRH in
vitro, sino que dependiendo de la concentración a la que se la añada al medio,
puede no sólo no estimular la liberación de LMRH, sino por el contrario inhibiría 3
(Rasmussen y cols 1988>. Igualmente la administración de morfina in vivo tiene
una acción claramente inhibidora de la secreción de LHRH y LM, sin embargo in 3
vito el efecto de la morfina es muy poco claro, puesto que se ha visto que.
dependiendo de la dosis administrada, la morfina puede no tener efecto, inhibir 3
o incluso estimular la secreción hipotalámica de LHRH (Rasmussen y cols 1988;
Messi y cols 1989>. ‘3
No podemos excluir la posibilidad de que los opiáceos actúen 3
sobre la secreción de LHRH a través de un receptor que no se active con
morfina ni si bloquee con la naloxona. como se ha descrito para la íL-endorfina 3
(Hazum, Chang y Cuatrecasa 1979). Sin embargo la B-endorfina, que dentro de
los opiáceos endógenos es el que tiene mayor acción inhibidora sobre la 3
secreción de LH (Bicknell 1985> no modifica la secreción basal de LHRH en
perifusiones de hipotálamos, sino únicamente su respuesta al estímulo 3
despolarizante con potasio (Clough, Moffman y Sladek 1990; López-Calderón
y cols 1992). Estos datos no& hacen pensar que posiblemente los opiáceos . 3





de vías que se encuentren fuera del hipotálamo medio basal.
Una posibilidad es que la CRH actúe directamente sobre la
neurona secretora de LHRH. A favor de esta hipótesis están los resultados de
Rasmussen y cols (1983> en los que se observa un descenso de la secreción de













































1.- Las catecolaminas juegan un papel activador en la secreción de LH
durante los primeros minutos de inmovilización. Este efecto parece
estar mediado por receptores «2 adrenérgicos.
2.- Las catecolaminas no intervienen en el aumento de la secreción de
prolactina que se produce durante los primeros minutos de
inmovilización.
3.- El aumento de la liberación hipotalámica de CRH durante la
inmovilización crónica altera la secreción de LHRI-4, dando lugar
secundariamente a un descenso de la secreción hipofisaria de
gonadotropinas.
4.- El efecto inhibidor del estrás crónica y de la CRM sobre la
secreción hipotalámica de LHRH e hipofisaria de gonadotropinas
no está mediado por los opioides endógenos.
5.- El efecto inhibidor de la inmovilización crónica sobre la secreción
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